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Odkritju večine pomembnejših skupin protibakterijskih učinkovin sredi 20. stoletja danes sledi 
zaskrbljujoča grožnja obdobja bakterijske odpornosti. Za premagovanje ovir pri razvoju nujno 
potrebnih novih protibakterijskih učinkovin znanstveniki raziskujejo nove molekularne tarče 
ali učinkovine, ki bi delovale na znane tarče preko novih mehanizmov delovanja. Ene izmed 
dobro uveljavljenih tarč so bakterijske topoizomeraze, kamor spadata tudi encima DNA-giraza 
in topoizomeraza IV. DNA-giraza in topoizomeraza IV imata pri podvajanju molekule DNA 
pomembno vlogo. Oba sta heterotetramerna encima, sestavljena iz dveh parov podenot: DNA-
giraza iz dveh podenot GyrA in dveh podenot GyrB, topoizomeraza IV pa iz dveh podenot ParC 
in dveh podenot ParE. Podenoti GyrA in GyrB sta po aminokislinskem zaporedju podobni 
podenotam ParC in ParE.  Zaradi strukturne podobnosti obstaja možnost načrtovanja učinkovin, 
ki zavirajo oba encima hkrati. Glavna funkcija GyrA/ParC je razcepitev in združitev molekule 
DNA med podvajanjem, energijo za ta proces pa zagotavlja GyrB/ParE s hidrolizo ATP.  
S pomočjo kristalnih struktur kompleksov DNA-giraze B z znanimi zaviralci smo načrtovali in 
pripravili 7 novih potencialnih ATP-kompetitivnih zaviralcev DNA-giraze B. Sintetiziranim 
spojinam je skupen N-(benzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidni del molekule. Spojine 
smo testirali na encimu DNA-giraza iz Escherichia coli, dve pa še na DNA-girazi bakterije 
Staphylococcus aureus ter na DNA topoizomerazi IV bakterije E. coli in S. aureus. Spojinam, 
ki so pokazale dobro aktivnost na encimih smo določili še protibakterijsko aktivnost na 
bakterijskih sevih Acinetobacter baumannii, E. coli, Enterobacter aerogenes, Enterococcus 
faecalis, Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa in S. aureus. 
Na encimskih in protibakterijskih testiranjih se je kot najbolj aktivna izkazala spojina 16, s 
srednjo zaviralno koncetracijo (IC50) 13,4 nM na DNA-girazo iz E. coli, ki ima v svoji strukturi 
3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidni fragment in prosto karboksilno kislino na desni strani 
molekule. Spojine 16 je imela zelo dobro aktivnost tudi na DNA-girazi iz S. aureus ter 
topoizomerazi IV iz E. coli in S. aureus, na protibakterijskem testiranju pa je dosegla zelo nizke 
minimalne zaviralne koncentracije (MIK90) proti bakterijam S. aureus (MIK90 = 1,56 µM), E. 
coli (MIK90 = 12,5 µM), E. faecalis (MIK90 = 0,39 µM), E. faecium (MIK90 = 0,56 µM) in A. 
baumannii (MIK90 = 6,25 µM).  
Ključne besede: protibakterijska učinkovina, ATP-kompetitivni zaviralci, DNA-giraza B 




The discovery of most major groups of antibacterial agents in the mid-20th century is now 
followed by an alarming threat of bacterial resistance period. In order to overcome the obstacles 
in the development of new antibacterial agents, scientists are exploring new molecular targets 
or agents that could act on the already known targets through new mechanisms of action. One 
of the well-established targets are bacterial topoisomerases DNA gyrase and topoisomerase IV. 
DNA gyrase and topoisomerase IV are enzymes that play an important role in replicating the 
DNA molecule. Both of them are heterotetrameric enzymes consisting of two pairs of subunits: 
DNA gyrase consists of two GyrA subunits and two GyrB subunits, and topoisomerase IV 
consists of two ParC subunits and two ParE subunits. The amino acid sequence in GyrA and 
GyrB subunits is similar as in ParC and ParE subunits. Due to the structural similarity, there is 
a possibility of designing active substances that inhibit both enzymes at the same time. The 
main function of GyrA/ParC subunit is cleavage and reunion of the DNA molecule during 
replication. The energy for this process is provided by the GyrB/ParE subunit through 
hydrolysis of ATP. 
With the use of known co-crystal structures of DNA gyrase B with known inhibitors, seven 
new potential ATP competitive DNA gyrase B inhibitors were designed and prepared. 
Synthesized compounds possess a common N-(benzo[d]thiazol-2-yl)-1H-pyrrol-2-
carboxamide moiety. The compounds were tested on DNA gyrase from Escherichia coli, and 
two of them also on DNA gyrase from Staphylococcus aureus and on DNA topoisomerase IV 
from E. coli and S. aureus. Antibacterial activities on bacterial strains of Acinetobacter 
baumannii, Enterobacter aerogenes, E. coli, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, 
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and S. aureus have been determined for 
compounds that exhibited good activity on enzymes. According to enzyme and antibacterial 
testing, compound 16, with a half-maximal inhibitory concentration (IC50) of 13.4 nM, was 
shown to be the most active on DNA gyrase from E. coli. It contains a 3,4-dichloro-5-methyl-
1H-pyrrolamide fragment and a free carboxylic acid group on the right side of the molecule. 
Compound 16 also had a very good activity on DNA gyrase from S. aureus, and on 
topoisomerase IV from E. coli and S. aureus. It also showed low minimum inhibitory 
concentrations (MIC90) on S. aureus (MIC90 = 1.56 µM), E. coli (MIC90 = 12.5 μM), E. faecalis 
(MIC90 = 0.39 μM), E. faecium (MIC90 = 0.56 μM) and A. baumannii (MIC90 = 6.25 μM). 
Key words: antibacterial drug, ATP-competitive inhibitor, DNA gyrase B 




A. baumannii  Acinetobacter baumannii 
ADPNP  adenozin 5'-(β,-imido)trifosfat 
AK   aminokislina 
Ala   alanin 
Arg   arginin 
Asn   asparagin 
Asp   asparaginska kislina 
ATP   adenozintrifosfat 
Boc2O   di-terc-butil dikarbonat 
CDCl3   devteriran kloroform 
CDI   1,1'-karbonildiimidazol 
CH2Cl2  diklorometan  
d   dublet 
dd   dublet dubleta 
DMF   N',N'-dimetilformamid 
DMSO-d6  devteriran dimetil sulfoksid  
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
E. aerogenes  Enterobacter aerogenes 
E. coli   Escherichia coli 
E. faecalis  Enterococcus faecalis 
E. faecium  Enterococcus faecium 
ESKAPE Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter 
species 
EtOH   etanol 
G-   po Gramu negativna bakterija 
G+   po Gramu pozitivna bakterija 
GHKL   giraza, Hsp90, histidin kinaza, MutL 
Glu   glutaminska kislina 
Gly   glicin 
GyrA   podenota A DNA-giraze 
GyrB   podenota B DNA-giraze 
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His   histidin 
HPLC   tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HR-MS  masna spektrometrija visoke ločljivosti  
Hz   herc 
IC50   srednja zaviralna koncentracija 
Ile   izolevcin 
IR   infrardeča spektroskopija 
J   sklopitvena konstanta 
Leu   levcin 
Lys   lizin 
m   multiplet 
M   molarnost (mol/L) 
MeOH   metanol 
MF   mobilna faza 
MIK   minimalna zaviralna koncentracija 
MRSA   proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus 
MS   masna spektrometrija  
NMR   jedrska magnetna resonanca 
P. aeruginosa  Pseudomonas aeruginosa  
ParC   podenota C topoizomeraze IV 
ParE   podenota E topoizomeraze IV 
Phe   fenilalanin 
ppm   delci na milijon (10-6) 
Pro   prolin 
q   kvartet 
RA   rezidualna aktivnost 
Rf   retencijski faktor 
RNA   ribonukleinska kislina 
s   singlet 
S. aureus  Staphylococcus aureus  
SAR   odnos med strukturo in delovanjem 
t   triplet 
T   temperatura 
TFA   trifluoroocetna kislina 
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THF   tetrahidrofuran 
Thr   treonin 
TLC   tankoplastna kromatografija 
TMS   tetrametilsilan 
Topo IV  topoizomeraza IV  
Tyr   tirozin 
Val   valin 
VRE   proti vankomicinu odporen Enterococcus faecium 
VRSA   proti vankomicinu odporen Staphylococcus aureus 
























1.1. ZGODOVINA BAKTERIJSKIH OKUŽB 
Več tisoč let so bili ljudje nemočno izpostavljeni različnim vrstam nalezljivih bolezni, ki so 
pogosto dosegle epidemične razsežnosti in bile vodilni vzrok smrti pri ljudeh. Odkritje 
protibakterijskih učinkovin je močno prispevalo k znatnemu podaljšanju človeške življenjske 
dobe, te učinkovine pa so ključnega pomena tudi za invazivno kirurgijo. Začetek moderne dobe 
antibiotikov, ki se je pričela v tridesetih letih 20. stoletja, povezujemo z imeni Paul Ehrlich in 
Alexander Fleming. Ehrlichova zamisel o zdravilu, ki selektivno cilja na mikrobe, ki 
povzročajo bolezni, in ne na gostitelja, je leta 1909 privedla do odkritja prvega 
kemoterapevtika, ki je dobil ime salvarsan (gr. salve arsen – rešitelj arzen), s katerim je še istega 
leta uspešno ozdravil sifilis. Salvarsan je doživel velik uspeh in je užival status najpogosteje 
predpisanega zdravila, dokler ga ni v 40. letih 20. stoletja nadomestil penicilin. Ta prvi pravi 
antibiotik je leta 1929 po naključju odkril Alexander Fleming. Uspeh prvih protimikrobnih 
sredstev je bilo izjemen, saj so te študije postavile paradigme za prihodnje raziskave odkrivanja 
novih učinkovin. Obdobje med petdesetimi in sedemdesetimi leti prejšnjega stoletja predstavlja 
zlato obdobje odkrivanja novih vrst antibiotikov, od takrat dalje pa je bilo odkritih le malo novih 
razredov. Tradicionalno so se raziskovalci pri odkrivanju antibiotikov osredotočali na nekatere 
pomembne tarče in presnovne poti v bakteriji, kot so bakterijska celična stena, bakterijski 
ribosomi in encimi ključni za sintezo pomembnih bakterijskih biomolekul. Zaradi pomanjkanja 
novih učinkovin z delovanjem na druge tarče ali procese v bakteriji, se odpornost na obstoječa 
protimikrobna zdravila zelo hitro širi in postaja vedno večji globalni problem. Post-antibiotična 
doba v kateri lahko že običajne okužbe in manjše poškodbe povzročijo smrt, ni daleč od 
apokaliptične fantazije in predstavlja v 21. stoletju resnično grožnjo. Zato so nujne inovativne 
strategije za razvoj učinkovin, ki so vezane na odkritje novih tarč v bakterijski celici, ključni pa 
so tudi ukrepi za preprečevanje širjenja bakterijske odpornosti (1–3). 
1.2. BAKTERIJSKA CELIČNA STENA 
Bakterije so najbolj razširjeni prokariontski organizmi in jih glede na obliko delimo na koke 
(kroglaste), bacile (paličaste) in spirile (spiralne). Pogosto se pojavljajo v značilnih agregatih, 
kot so pari, verige ali skupki. Glede na razlike v strukturi celične ovojnice jih delimo na po 
Gramu negativne (G-) in po Gramu pozitivne (G+) bakterije (slika 1).  




Slika 1: Struktura celične ovojnice (a) G- in (b) G+ bakterij (prirejeno po (4)). 
 
Večina G+ bakterij ima relativno debelo celično steno (20-80 nm), ki je v veliki meri sestavljena 
iz peptidoglikana. Na peptidoglikan so kovalentno vezani drugi polimeri, kot na primer 
teihoična kislina, polisaharidi in peptidoglikolipidi. Nasprotno je plast peptidoglikana v G- 
bakterijah tanka (5-10 nm), a ima celična ovojnica kompleksnejšo strukturo saj vsebuje še 
zunanjo membrano debelo okoli 7,5-10 nm. V večini G- bakterij je zunanja membrana 
nekovalentno vezana na molekule lipoproteinov, ki pa so kovalentno povezani s 
peptidoglikanom. Del zunanje membrane so še lipopolisaharidi, ki ovirajo prehod antibiotikov. 
Prav tako so ovira za antibiotike izlivne (efluks) črpalke, ki črpajo učinkovine iz celice in jim 
tako onemogočajo dostop do mesta delovanja. Zunanja membrana G- bakterij vsebuje tudi 
velike transmembranske proteine imenovane porini. Sestavljene podenote porina tvorijo kanal, 
ki omejuje prehod večjih hidrofilnih molekul čez zunanjo membransko pregrado. Med zunanjo 
membrano in citoplazmo se nahaja periplazemski prostor. V periplazmatskem prostoru se 
zadržujejo nekateri encimi npr. β-laktamaze in aminoglikozid-modificirajoči encimi, ki lahko 
razgradijo ali modificirajo antibiotike in tako preprečijo njihovo delovanje ter posledično 
povzročajo odpornost na antibiotike. Zgradba celične ovojnice G- bakterij, predvsem prisotnost 
zunanje membrane, tako predstavlja dodaten izziv pri načrtovanju in razvoju novih 
protimikrobnih učinkovin proti tej skupini bakterij (5,6). 
1.3. PROTIMIKROBNE UČINKOVINE 
Med protimikrobne učinkovine uvrščamo antibiotike in kemoterapevtike. Antibiotiki so 
učinkovine, ki jih proizvedejo mikroorganizmi (glive, bakterije, lišaji ali višje rastline) za 
zaviranje rasti drugih mikroorganizmov, kemoterapevtiki pa so sintezne učinkovine s 
protimikrobnim delovanjem. Pogosto se v literaturi izraz antibiotik uporablja kot poimenovanje 
za vse naravne, polsintezne in sintezne protibakterijske učinkovine. Ločimo jih lahko glede na 
spekter delovanja, mehanizem delovanja ali glede na kemijsko strukturo. Glede na spekter 
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delovanja ločimo antibiotike ozkega in širokega spektra, pri čemer prvi delujejo le na eno 
specifično vrsto, drugi pa na mnogo različnih vrst mikroorganizmov. 
Protimikrobne učinkovine delujejo na bakterije baktericidno ali bakteriostatično. V prvem 
primeru bakterijo ubijejo, v drugem pa le ustavijo njihovo rast ali množenje in tako omogočijo 
imunskemu sistemu čas, da jih odstrani iz sistema. To lahko dosežejo z delovanjem na več tarč 
v bakterijski celici: (i) zaviranje sinteze celične stene (β-laktami, glikopeptidi), (ii) zaviranje 
sinteze proteinov (kloramfenikol, klindamicin, linezolid, tetraciklini, aminoglikozidi, 
makrolidi), (iii) zaviranje sinteze nukleinskih kislin (sulfonamidi, diaminopirimidini, 
novobiocin, nitroimidazoli, nitrofurani, kinoloni, rifamicini), (iv) motenje strukture 
citoplazemske membrane (polimiksini, amfotericin B) (1,7,8). 
Ključna lastnost protibakterijskih učinkovin je selektivna toksičnost, to je lastnost, da delujejo 
le na povzročitelja infekcije in ne tudi na gostitelja. Selektivna toksičnost temelji na razliki v 
strukturi bakterijske in človeške celice in na zaviranju le tistih procesov, ki so lastni bakterijam 
in ne človeku (npr. sinteza peptidoglikana, ki je prisoten le v bakterijski celici, sinteza 
bakterijskih nukleinskih kislin, itd.). Dober antibiotik izkazuje poleg selektivne toksičnosti še 
visoko aktivnost proti številnim bakterijam, ima malo neželenih učinkov, dolg razpolovni čas 
v plazmi, dobre porazdelitvene lastnosti, šibko vezavo na plazemske beljakovine in dobro 
biološko uporabnost pri peroralni uporabi (7).  
1.4. BAKTERIJSKA ODPORNOST 
Protimikrobno odpornost je Svetovna organizacija za zdravje označila za eno izmed treh 
glavnih problemov javnega zdravja 21. stoletja. Ogroža učinkovito preprečevanje in zdravljenje 
vedno večjega števila okužb, ki jih povzročajo bakterije, nedovzetne na zdravila. Problem 
predstavlja predvsem pretirana in nekritična uporaba protimikrobnih učinkovin v medicini, 
živinoreji in poljedelstvu. Ocenjujejo, da v Evropi zaradi bakterijskih okužb, odpornih na več 
vrst zdravil, vsako leto umre 25.000 ljudi, kar predstavlja strošek 1,5 milijarde evrov letno (2). 
Obstajajo številni dejavniki, ki prispevajo k nastanku in razširjanju odpornosti proti 
antibiotikom in zahtevajo kompleksen pristop. Pomemben dejavnik predstavlja prekomerno in 
nepravilno predpisovanje antibiotikov in njihovo neustrezno jemanje s strani pacientov. 
Pomanjkanje znanja o omenjeni tematiki je pozitivno povezano z večjo prevalenco odpornosti. 
Razmere so še posebej problematične v državah, kjer je prodaja antibiotikov neustrezno 
regulirana in so ti na voljo brez recepta. Samozdravljenje zagotovo nima lastnosti uspešnega 
zdravljenja, saj ne zagotavlja pravilnega diagnosticiranja, ustrezne izbire antibiotika, pravilne 
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uporabe, skladnosti in spremljanja učinkovitosti zdravljenja, kar vse prispeva k težavam v zvezi 
s širjenjem odpornosti. Tudi domače živali se okužijo in potrebujejo antibiotično zdravljenje. 
Kmetijska uporaba antibiotikov pa ni omejena le na domače živali, temveč se antibiotiki 
pogosto uporabljajo tudi v preventivne zdravstvene namene pri živinoreji, pa tudi za zdravljenje 
v ribogojstvu in vrtnarstvu. V Evropski uniji je zakonodaja glede uporabe teh učinkovin v 
preventivne namene zelo ohlapna. Zaradi uporabe antibiotikov v živinoreji se je povečal vpliv 
antibiotikov na okolje, saj se velik delež odmerka učinkovine izloči v okolje skozi urin in blato, 
prav tako pa je možen prenos multirezistentnih bakterij na človeka neposredno s hrano (npr. pri 
neprimerni obdelavi). Nujni so ukrepi za bolj racionalno rabo antibiotikov za zdravljenje živali, 
prepoved preventivne uporabe antibiotikov v živinoreji in okrepitev nadzora nad njihovo  
uporabo (2,9). 
Stalnico bolnišničnih okužb predstavljajo problematični patogeni, ki so lahko odporni na več 
različnih protibakterijskih učinkovin (t.i. multirezistentni patogeni). Med klinično 
problematične bakterije uvrščamo bakterije iz skupine »ESKAPE« (Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella Pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa in Enterobacter species), ki so pogost vzrok za življenje-ogrožujoče infekcije. 
Pomemben problem bolnišničnih okužb so tudi sevi odporni proti določenim antibiotikom, kot 
so proti meticilinu odpornen S. aureus (MRSA), proti vankomicinu odpornen S. aureus 
(VRSA), proti vankomicinu odporni Enterococci (VRE), bakterije, odporne proti 
karbapenemom (CR), enterobakterije, ki izločajo β-laktamaze z razširjenim spektrom (ESBL) 
in drugi (9–11). 
Odpornost bakterij na protimikrobne učinkovine je opredeljena kot stanje, pri katerem z 
dajanjem antibiotika ne moremo več varno pozdraviti okužbe oziroma zdravilo ne more ubiti 
ali ustaviti rasti mikrobov. Za načrtovanje novih protimikrobnih učinkovin in za pravilno 
klinično uporabo je nujno razumevanje mehanizmov nastanka odpornosti bakterij na 
protimikrobne učinkovine. 
1.4.1. Mehanizmi odpornosti 
Ločimo naravno (intrinzično) in pridobljeno odpornost, ki v kliničnem okolju predstavlja večji 
problem kot naravna. Naravna odpornost nekaterih bakterijskih sevov je posledica njihovih 
strukturnih značilnosti ali fizioloških funkcij. Prisotna je že pred prvim stikom bakterije z 
učinkovino in je značilna za celo bakterijsko vrsto. O naravni odpornosti govorimo v primeru 
nezmožnosti prehoda protimikrobne učinkovine v bakterijske celice zaradi zgradbe njihove 
zunanje membrane ali pa zaradi prisotnosti izlivnih črpalk, ki črpajo učinkovine iz bakterijskih 
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celic (12). Pridobljena odpornost je tipična za posamezne seve znotraj bakterijske vrste ali rodu. 
Mehanizmi pridobljene odpornosti vključujejo mutacije v genih za tarčo antibiotika in prenos 
genov, odpornih na antibiotike, preko plazmidov, bakteriofagov in transpozonov iz druge 
bakterijske celice. Ta izmenjava lahko poteka na tri načine: (i) preko transdukcije, to je prenosa 
plazmidov iz donorske odporne bakterije preko bakteriofagov na še neodporno bakterijo, (ii) 
preko transformacije, to je vključitve proste DNA v celico iz okolice ali (iii) preko konjugacije, 
to je prenosa odpornega dednega materiala preko fizičnega stika (pilusa) med celicama. 
Plazmidi so manjše zunajkromosomske krožne molekule DNA, ki se podvajajo neodvisno od 
kromosoma. Prenos poteka tudi preko transpozonov, to so deli DNA, ki se s transpozicijo 
prenašajo z enega dela kromosomske DNA na drugega ali s kromosomske DNA na plazmid 
(9,12–14). 
Za doseganje protibakterijskega delovanja mora učinkovina prispeti do svojega vezavnega 
mesta in se nanj uspešno vezati. Bakterije so razvile številne mehanizme odpornosti, ki jih lahko 
v grobem razdelimo v štiri skupine (slika 2): (i) zmanjševanje koncentracije učinkovine v 
bakterijski celici zaradi spremembe prepustnosti membrane, manjšega vstopa antibiotikov v 
celico skozi porine ali črpanja protibakterijske učinkovine iz bakterije s pomočjo izlivnih 
(efluks) črpalk, (ii) ekstracelularna ali intracelularna inaktivacija ali strukturna sprememba 
učinkovine, še preden ta doseže tarčno mesto (npr. s pomočjo β-laktamaz), (iii) spreminjanje 
ali odstranjevanje ciljnega proteina, na katerega se veže protimikrobna učinkovina, ali (iv) 
razvoj alternativne poti za izvedbo celičnega procesa, ki ga sicer učinkovina zavira (15). 
Izlivne črpalke se nahajajo skoraj v vseh bakterijskih vrstah in imajo pomembno vlogo tako pri 
intrinzični kot pri pridobljeni protibakterijski odpornosti zaradi zniževanja znotrajcelične 
koncentracije protibakterijske učinkovine. Zapis za večino izlivnih črpalk se nahaja na 
kromosomu bakterij (16). Pomembno vlogo imajo pri izločanju nekaterih toksičnih snovi iz 
celice, tvorbi biofilmov in pri razvoju odpornosti na nekatere protibakterijske učinkovine. 
Odpornost se lahko razvije zaradi mutacij v lokalnih ali globalnih regulatorjih izražanja genov 
za izlivne črpalke ali s pridobitvijo elementov DNA, ki delujejo kot promotorji genov za izlivne 
črpalke (15). 




Slika 2: Pregled mehanizmov odpornosti. (a) Prikaz delovanja antibiotikov preko vezave na celično 
tarčo in zaviranja pomembnega biokemijskega procesa. (b) Mehanizmi bakterijske odpornosti:  
zmanjšanje znotrajcelične koncentracije antibiotika zaradi črpanja učinkovine iz bakterijske celice s 
pomočjo izlivnih črpalk ali zaradi zmanjšane prepustnosti membrane; inaktivacija antibiotika s 
hidrolizo ali modifikacijo; sprememba vezavnega mesta; presnovni obhod za izvedbo celičnega procesa, 
ki ga sicer antibiotik zavira (prirejeno po (15)). 
 
1.5. MOLEKULA DNA  
1.5.1. Vloga in zgradba molekule DNA 
DNA je molekula, ki nosi genetske informacije v živih organizmih in skupaj z RNA spada med 
nukleinske (jedrne) kisline. Molekula DNA je dolg, nerazvejan heteropolimer, sestavljen iz 
štirih vrst monomernih nukleotidnih enot, vsaka monomerna enota pa je zgrajena iz treh delov: 
dušikove organske baze (adenin, citozin, gvanin ali timin), ogljikovega hidrata (deoksiriboza) 
in fosfata. Sestavljena je iz dveh verig, povezanih v tridimenzionalno vijačno zgradbo. V verigi 
so sladkorji in fosfatne skupine povezani s kovalentnimi fosfodiestrskimi povezavami, 
organske baze pa so obrnjene v notranjost dvojne vijačnice in med seboj povezane z vodikovimi 
vezmi tvorijo komplementarne bazne pare adenin-timin in gvanin-citozin.  
DNA se nahaja pri evkariontih v celičnem jedru v obliki linearne dvojne vijačnice, pri 
bakterijah, bakteriofagih, v mitohondrijih in kloroplastih pa prosto v nukleoidu v citoplazmi, 
kot krožna dvojnovijačna molekula (brez prostih koncev). Dodatno zvita DNA nastane, ko se 
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krožna (t.i. sproščena) DNA zasuče okoli svoje osi (slika 3). Praviloma je pri večini organizmov 
DNA dodatno negativno zvita, kar pomeni, da je DNA nadalje zvita v nasprotni smeri dvojne 
vijačnice. Dodatno zvitje ima lahko biološki pomen, saj postane tako bolj kompaktna in zasede 
v celici manj prostora, ima pa tudi vpliv na podvajanje in prepisovanje DNA. Encimi 
topoizomeraze katalizirajo pretvarjanje med obema oblikama. (5). 
 
Slika 3: (a) Krožna in (b) dodatno zvita oblika DNA (prirejeno po (5)). 
               
1.5.2. Podvajanje DNA 
Podvajanje DNA se začne z lokalno prekinitvijo vodikovih vezi med baznimi pari na dvojni 
vijačnici, pri čemer se verigi ločita in nastane replikacijski mehurček. Vsaka od obeh verig 
predstavlja matrico za nastanek nove komplementarne verige. Novi komplementarni nukleotidi 
se povežejo z bazami že obstoječih nukleotidov na razprtih verigah. Na mesta kjer so adeninski 
nukleotidi se tako vežejo timinski nukleotidi, na mesta, kjer so gvaninski nukleotidi pa se vežejo 
citozinski nukleotidi. Na novo vezani nukleotidi se med sabo povežejo s fosfodiestrskimi vezmi 
med sladkornimi in fosfatnimi skupinami. V procesu podvajanja se replikacijski mehurček 
povečuje, hkrati pa se povečuje napetost v molekuli DNA. Encim DNA-giraza sprosti napete 
odseke DNA, ki se ne podvajajo, v sproščene odseke. Na koncu podvajanja krožne molekule 
DNA se podvojevalni vilici srečata, encim topoizomeraza IV pa nato katalizira, da se na novo 
nastali hčerinski DNA, ki sta identični kot prvotna molekula DNA, ločita (slika 4) (5). 




Slika 4: Podvajanje krožne DNA (prirejeno po (17)). 
1.6. TOPOIZOMERAZE 
Topoizomeraze so encimi, ki katalizirajo spremembo zvitja DNA in tako vplivajo na topologijo 
DNA. Osnovna potreba po topoizomerazah izhaja iz dvojnovijačne strukture molekule DNA. 
Za večino celičnih procesov, ki morajo imeti dostop do informacij shranjenih v DNA, je 
potrebno vijačnici najprej ločiti. To velja tako za začasno ločitev vijačnic, kot npr. pri 
transkripciji in rekombinaciji, ali trajno ločitev, npr. pri replikaciji (18). V reakciji med 
molekulo DNA in topoizomerazo pride do nukleofilnega napada tirozinske hidroksilne skupine 
topoizomeraze, ki se nahaja v njenem aktivnem mestu, na fosfat nukleinske kisline. Med 
encimom in DNA se tovori kovalentna vez  (nastane kratkoživi intermediat), pri čemer se veriga 
DNA prekine. Topologija DNA se v času obstoja intermediata spremeni, nato se encim sprosti 
in ponovno se vzpostavi dvojna vijačnica DNA. Topoizomeraze spreminjajo topologijo DNA 
s ponavljajočimi cikli cepitve in ponovne združitve molekule DNA z zelo visoko frekvenco 
250-6000 ciklov na minuto, odvisno od tipa encima (7,19). 
DNA-topoizomeraze lahko razdelimo v dve skupini - topoizomeraze tipa I katalizirajo 
prekinitev ene verige dvojne vijačnice DNA, topoizomeraze tipa II pa katalizirajo prekinitev 
obeh verig hkrati. Tip I ne zahteva dodatnega vnosa energije, medtem ko dobi tip II energijo s 
hidrolizo molekul ATP. Vsak organizem potrebuje tako encime tipa I kot encime tipa II, da se 
lahko spoprijema z vzdrževanjem ustrezne ravni dodatnega zvitja DNA in z odstranjevanjem 
napetosti v DNA med podvajanjem in prepisovanjem. Obe vrsti je mogoče dodatno razdeliti v 
štiri poddružine: IA, IB, IIA in IIB. Člani iste poddružine so si po strukturi in delovanju podobni 
(7,20). 




Slika 5: Delovanje DNA-giraze in topoizomeraze IV (prirejeno po (21)). 
 
1.6.1. Bakterijske topoizomeraze tipa IIA 
Bakterije izražajo dve različni topoizomerazi tipa IIA, znani kot DNA-giraza in topoizomeraza 
IV. DNA-giraza pomaga sprostiti torzijsko napetost v procesu podvajanja DNA preko katalize 
uvedbe dodatnih negativnih zavojev pred podvojevalnimi vilicami, pri čemer pridobi energijo 
s hidrolizo ATP. Po drugi strani je topoizomeraza IV glavni encim za razpletanje dveh 
hčerinskih kromosomskih DNA molekul po koncu podvajanja (7). 
Oba encima imata podobno kvartarno strukturo. Sestavljata jih dva para podenot: dve podenoti 
DNA-giraza A (GyrA) in dve podenoti DNA-giraza B (GyrB) v DNA-girazi, ki tvorita 
funkcionalni heterotetramer A2B2, ter dve podenoti ParC in dve podenoti ParE v topoizomerazi 
IV, ki tvorita heterotetramer C2E2. Podenoti GyrA in GyrB sta v aminokislinski sekvenci 
podobni podenotam ParC in ParE topoizomeraze IV. Glavna funkcija GyrA/ParC je cepitev in 
ponovna združitev DNA, medtem ko GyrB/ParE veže adenozintrifosfat (ATP) in preko njegove 
hidrolize zagotovi potrebno energijo za katalizo encimske reakcije. Kljub veliki homologiji 
obeh encimov imata DNA giraza in topoizomeraza IV v celici različne vitalne biološke 
funkcije. Velika strukturna in funkcionalna podobnost obeh encimov je vzrok za možnost 
načrtovanja zaviralcev, ki delujejo na aktivni mesti obeh encimov. To bi lahko zmanjšalo 
sposobnost bakterij, da razvijejo odpornost proti takšnim protibakterijskim učinkovinam, saj je 
verjetnost sočasnih mutacij na obeh tarčah nizka (7,22–24). Soroden encim, imenovan 
topoizomeraza II se nahaja tudi v evkariontskih celicah, vendar je za razliko od prokariontskih 
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encimov evkariontska topoizomeraza II homodimerna. Potencial dvojnega ciljanja, selektivnost 
delovanja na prokariontske topoizomeraze in dobro poznana struktura omenjenih encimov so 
razlogi, da sta DNA-giraza in topoizomeraza IV privlačni tarči pri iskanju novih protimikrobnih 
učinkovin (25). 
1.6.2. Struktura in mehanizem delovanja DNA-giraze  
Kristalni strukturi DNA-giraze in topoizomeraze IV še nista v celoti znani , na voljo pa je več 
kristalnih struktur fragmentov obeh encimov. S pomočjo teh lahko predvidimo strukturo DNA-
giraze in njena tri področja: N-vrata, C-vrata in DNA-vrata, ki so lahko v odprtih ali zaprtih 
konformacijah. 
GyrB je zgrajena iz N-terminalne ATP-azne domene, ki spada v skupino GHKL encimov 
(GyrB, Hsp90, histidin/serin protein kinaza, MutL) in C-terminalne oziroma TOPRIM 
(topoizomeraza-primaza) domene, ki vsebujejo vezavno mesto za magnezijeve ione. GyrA pa 
je sestavljena iz N-terminalne domene (NTD), ki omogoča cepitev in vnovično združitev DNA 
ter C-terminalne domene (CTD), ki je ključna za uvedbo dodatnega negativnega zvitja DNA 
(26,27).  
Mehanizem katalitičnega delovanja DNA-giraze še ni popolnoma poznan, strukturni in 
biokemijski podatki pa podpirajo t.i. mehanizem dveh zaprtih vrat. Ta temelji na prehodu 
transportirane DNA skozi N-, DNA- in C-vrata encima, ki se morajo med potekom reakcije 
odpirati in zapirati zelo usklajeno. Pravilo mehanizma dveh zaprtih vrat oziroma dvojnega 
zaklepanja (double lock rule) za topoizomeraze tipa IIA temelji na ideji, da se posamezna vrata 
lahko odprejo šele ko sta drugi dve zaprti. V procesu sodelujejo N-terminalna domena GyrB 
(N-vrata) ali vhodna vrata, DNA-vrata in C-terminalna domena GyrA (C-vrata) ali izstopna 
vrata. V prvi fazi se vstopni DNA segment G (gate) veže na DNA-vrata. Sledi vezava molekul 
ATP na obe ATP-azni domeni, pri čemer pride do dimerizacije in s tem do spremembe 
konformacije encima ter do zaprtja N-vrat. Pri tem se ujame T-(transportni) segment, preko 
nukleofilnega napada tirozilnega ostanka encima na fosfatno skupino DNA pa pride do cepitve 
DNA segmenta G. Za cepitev je ključna vezava Mg2+ ionov s TOPRIM domeno v GyrB. T-
segment se prenese skozi predhodno razcepljen del v G-segmentu, nato poteče ponovna 
združitev verige G, ena molekula ATP hidrolizira do ADP in odprejo se C-vrata. T-segment se 
sprosti z encima, čemur sledi zapiranje C-vrat. Na koncu hidrolizira še druga molekula ATP in 
tako se odprejo N-vrata, dve molekuli ADP in G-segment pa se sprostijo z encima, ki je tako 
pripravljen na nov cikel (slika 6) (26–28). 




Slika 6: Katalitični cikel DNA-giraze (prirejeno po (29)). 
 
1.6.3. ATP-vezavno mesto na DNA-girazi B  
Določitev kristalne strukture GyrB v kompleksu z ADPNP leta 1991 in kasneje še z nekaterimi 
znanimi zaviralci GyrB je zagotovila pomembne informacije o najpomembnejših interakcijah 
molekule ATP in zaviralcev v ATP-vezavnem mestu proteina. 
Molekula ATP se v vezavno mesto encima veže s koordinacijskimi vezmi med Mg2+ ionom in 
fosfatnimi skupinami (slika 7 – svetlo zelena barva). Vezava je dodatno stabilizirana z 
vodikovimi vezmi, ki se tvorijo posredno preko kristalnih molekul vode ali pa neposredno z 
aminokislinskimi ostanki Glu42, Asn46, Asp73, Gly102, Lys103, Tyr109, Leu115, His116, 
Gly117 in Gly119 iz domene I (slika 7 – modra barva). Poleg tega aminokislinski ostanki Ile78, 
Ile94 in Val120 tvorijo ugodne hidrofobne interakcije z adeninom in ribozo molekule ATP 
(slika 7 - rdeča barva).  Prav tako je del ATP-vezavnega mesta Lys337 iz domene II, ki tvori 
dodatno vodikovo vezo z γ-fosfatno skupino ATP (slika 7 – temno zelena barva). Dodatno 
stabilizacijo nudi kristalna molekula vode, ki tvori posredne vodikove vezi z adeninskim 
obročem ATP in aminokislinskimi ostanki Asp73, Gly77 in Thr165 (slika 7 – roza barva). 
Stranska veriga Tyr5' tvori dve vodikovi vezi z 2'-hidroksilno skupino riboze in dušikovim 
atomom adeninskega obroča na položaju 3 (slika 7 – vijolična barva) (22). 




Slika 7: Prikaz interakcij med molekulo ATP in GyrB. Koordinacijske in vodikove vezi so predstavljene 
s prekinjenimi črtami. Hidrofobne interakcije so predstavljene s polnimi polkrogi. Aminokislinski (AK) 
ostanki obkroženi z modrim okvirjem tvorijo vodikove vezi z molekulo ATP, AK ostanki obkroženi z 
rdečim okvirjem tvorijo hidrofobne interakcije, AK ostanki obkroženi s temno zelenim okvirjem tvorijo 
neposredno ionsko vez z molekulo ATP, AK ostanki obkroženi z roza okvirjem tvorijo posredne vodikove 
vezi preko kristalno vezane vode, AK ostanek obkrožen z vijoličnim okvirjem tvori dve vodikovi vezi z 
2'-hidroksilno skupino riboze in dušikovim atomom adeninskega obroča na položaju 3, magnezijev ion 
v svetlo zelenem okvirju pa tvori koordinacijske vezi (prirejeno po (22)). 
1.7. ZAVIRALCI TOPOIZOMERAZ TIPA IIA 
DNA-giraza in topoizomeraza IV sta kot esencialna encima za podvajanje in celično delitev v 
vseh bakterijah zelo privlačni tarči pri odkrivanju protibakterijskih učinkovin. Zaradi visoke 
podobnosti v strukturi izkazujeta potencial za dvojno ciljanje. Bakterije težje razvijejo 
odpornost na učinkovine, ki hkrati delujejo na dve tarči saj je potrebna mutacija na vsaj dveh 
različnih tarčnih genih pri eni generaciji bakterij (30,31). DNA-giraza in topoizomeraza IV sta 
prisotni le v bakterijskih celicah in sta zato primerni tudi z vidika selektivne toksičnosti.  
Oba encima sta tarči fluorokinolonov, ki interagirajo pretežno s podenoto GyrA/ParC in 
aminokumarinov, ki se vežejo na podenoto GyrB/ParE. Odvisno od kemijskega razreda 
učinkovine in od bakterijskega seva se zaviralci na DNA-girazo in topoizomerazo IV vežejo z 
različnimi afinitetami. Pri G- bakterijah je primarna tarča fluorokinolonov DNA-giraza, 
medtem ko je pri G+ bakterijah primarna tarča običajno topoizomeraza IV (25,30).  
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1.7.1. Zaviralci DNA-giraze A 
Fluorokinoloni so edini zaviralci DNA-giraze in topoizomeraze IV, ki se trenutno uporabljajo 
v klinični praksi. Predstavniki te skupine zaviralcev nosijo v svoji strukturi 6-fluorokinolin-4-
onski del s karboksilno skupino na položaju 3 kinolinskega obroča in različne substituente na 
obročnem dušiku (N-1) in ogljiku na položaju 7 (slika 8). Od njihovega odkritja v začetku 
šestdesetih let so strukturo kinolonov močno optimizirali. Danes se uporabljajo za zatiranje G+, 
G- in atipičnih bakterij, za zdravljenje urinarnih, dihalnih in sistemskih infekcij. So 
protibakterijske učinkovine širokega spektra in delujejo tako bakteriostatično kot baktericidno. 
Njihovo baktericidno delovanje ni le posledica zaviranja podvajanja DNA, ampak tudi 
poškodb, ki nastanejo zaradi stabilizacije kompleksa med encimom in DNA, kar povzroči 
nastanek oksidativnih poškodb DNA in sprožitev mehanizmov celične smrti. Fluorokinoloni se 
vežejo na podenoto GyrA/ParC in stabilizirajo kovalentni kompleks med DNA-
girazo/topoizomerazo IV in razcepljeno DNA. Tako preprečijo ponovno združitev dveh 
vijačnic DNA, proces podvajanja se ustavi, bakterijska celica pa umre (23,31,32).  
Zaradi resnih neželenih učinkov in naraščajočega pojavljanja odpornih sevov je terapevtska 
uporaba fluorokinolonov žal omejena. Odpornost povzročajo točkovne mutacije na določenih 
regijah, ki nosijo zapis za topoizomerazo IV in DNA-girazo, t.i. QRDR regijah, kar vodi do 
zmanjšane afinitete učinkovin do tarče. Drugi mehanizmi odpornosti so še črpanje učinkovine 
iz bakterije s pomočjo izlivnih črpalk, zmanjšana prepustnost zunanje membrane za vstop 
učinkovine in kemična inaktivacija učinkovine, preden ta doseže svojo tarčo znotraj celice. 
Nujno je iskanje novih razredov učinkovin, ki bodo ciljali preostala vezavna mesta v encimu in 
pri katerih ne bo prišlo do navzkrižne odpornosti s fluorokinoloni (31–33).  
 
Slika 8: Predstavniki fluorokinolonov, ki se uporabljajo v klinični praksi (prirejeno po (30)). 
 
1.7.2. Zaviralci DNA-giraze B 
Privlačna, a veliko manj uspešno izkoriščena tarča za načrtovanje protibakterijskih učinkovin, 
je ATP vezavno mesto, ki se nahaja na GyrB. Z vezavo na ATP-vezavno mesto GyrB 
učinkovine tekmujejo za vezavo z molekulo ATP in tako zavirajo delovanje encima. Dokazali 
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so, da je verjetnost navzkrižne odpornosti med fluorokinoloni in ATP-kompetitivnimi zaviralci 
nizka, zato je podenota GyrB zanimiva tarča v boju proti odpornosti proti fluorokinolonom 
(32).  
Eni izmed prvih znanih ATP-kompetitivnih zaviralcev DNA giraze so aminokumarini. 
Aminokumarini predstavljajo heterogeno skupino naravnih protibakterijskih učinkovin, 
izoliranih iz različnih sevov rodu Streptomyces, med najbolj poznane aminokumarine pa 
prištevamo novobiocin, klorobiocin in kumermicin A1. Novobiocin je edini zaviralec GyrB, ki 
je prišel na trg in je bil odkrit kot posledica intenzivnih raziskav protibakterijskih učinkovin v 
začetku 50. let 20. stoletja. Njegova analoga klorobiocin in kumermicin A1 sta bila odkrita 
kmalu za tem. V tistem času je postajal penicilin vse manj učinkovit proti pomembnim 
patogenom, kot je S. aureus, zato so znanstveniki iskali ustrezne zamenjave. Novobiocin, ki 
izkazuje baktericidno delovanje pretežno proti G+ bakterijam, se je v tistem času uporabljal za 
zdravljenje MRSA, vendar pa so se kmalu pojavile težave z omejeno topnostjo, toksičnostjo in 
razvojem odpornosti. Poleg naštetega so se na trgu pojavile varnejše učinkovine z boljšo 
učinkovitostjo, kar je rezultiralo v manjši uporabi novobiocina v šestdesetih letih prejšnjega 
stoletja, čeprav s trga ni bil povsem umaknjen do leta 2011 (7,34).  
Vezava aminokumarinov v aktivno mesto na DNA-girazi B je opisana na osnovi kristalnih 
struktur kompleksov med 24-kDa veliko N-terminalno domeno GyrB bakterije E. coli in 
novobiocinom. Primerjalne študije so pokazale, da se vezavno mesto za novobiocin delno 
prekriva z ATP-vezavnim mestom, kar pojasnjuje njegovo ATP-kompetitivno delovanje. 
Sladkorni del novobiocina, L-novioza, se veže v vezavno mesto za adeninski obroč molekule 
ATP in tvori dve vodikovi vezi z Asn46, dve pa z Asp73 preko karbamatne skupine, eno 
direktno, preostalo pa posredno preko kristalno vezane molekule vode. Novobiocin tvori pet 
neposrednih vodikovih vezi z Asn46, Arg136 in Asp73, s tremi molekulami kristalno vezane 
vode pa tvori še dodatne vodikove vezi z Val43, Glu50, Asp73 in Thr165. Vezava novobiocina 
je dodatno stabilizirana s hidrofobnimi interakcijami z aminokislinskimi ostanki  Arg76, Ile78, 
Pro79, Ile94 in Val120 (slika 9). Vezava klorobiocina je zelo podobna kot vezava novobiocina, 
vendar za razliko od novobiocina,  klorobiocin namesto karbamatne vsebuje 5-metilpirolo-2-
karboksilatno skupino, zaradi česar je ta del molekule zasidran globlje v hidrofobni žep 
vezavnega mesta in stabiliziran z dodatnimi hidrofobnimi interakcijami z aminokislinskimi 
ostanki Val43, Val71, Ala47 in Val167. V primeru novobiocina ta žep zasedata dve molekuli 
kristalno vezane vode. Ta strukturna sprememba botruje močnejši afiniteti klorobiocina do 
GyrB (22,32,34). 
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Če povzamemo, zaviralci DNA-giraze B se z enim delom molekule sidrajo v adeninski žep, 
kjer tvorijo dve vodikovi vezi s stransko verigo Asp73, od katerih se ena tvori neposredno, 
druga pa preko strukturno vezane molekule vode. Potencialni zaviralci morajo imeti zato v 
strukturi donor vodikove vezi, ki interagira s karboksilno skupino Asp73, in prejemnik 
vodikove vezi za tvorbo posredne vodikove vezi z Asp73 preko kristalno vezane vode. Poleg 
tega zaviralci običajno tvorijo tudi polarne interakcije s stransko verigo Arg136, ki pa pri vezavi 
molekule ATP ni udeležena. Vezavno mesto, na katerega se vežejo zaviralci GyrB/ParE je 
nekoliko različno od vezavnih mest drugih ATP-aznih encimov, kar zagotavlja podlago za 
selektivnost delovanja napram drugim encimom, ki za svoje delovanje potrebujejo molekulo 
ATP (30). Poleg DNA-giraze, novobiocin zavira tudi delovanje bakterijske topoizomeraze IV, 
vendar 5- do 10- krat šibkeje.  
Pri številnih G+ in G- bakterijah se je zaradi spontanih mutacij v aktivnem mestu na 
aminokumarinske derivate razvila odpornost. Ker se vezavni mesti za aminokumarine in 
molekulo ATP prekrivata le delno, se lahko odpornost na aminokumarine razvije zaradi  mutacij 
na ključnih aminokislinskih ostankih, ki sodelujejo pri interakciji med ligandom in receptorjem 
in ne vplivajo na vezavo molekule ATP. Najpogostejše so mutacije aminokislinskih ostankov 
Arg136, Gly81, Gly77, Ile94, Val120, Ala100, Ser121, Thr165 in Gly164 (7,22). 




Slika 9: Shematski prikaz interakcij novobiocina (zgoraj) in klorobiocina (spodaj) z AK ostanki v ATP-
vezavnem mestu giraze B. Prikazane so neposredne vodikove vezi z AK ostanki v rumenem okvirju, 
hidrofobne interakcije z AK ostanki v zelenem okvirju, posredne vodikove vezi pa z AK ostanki brez 
obarvanega okvirja (prirejeno po (22,32)). 
 
V zadnjih desetletjih so odkrili številne nove razrede sinteznih zaviralcev DNA-giraze B. Kljub 
trudu pa ni bil odkrit še noben zaviralec GyrB ali dualen zaviralec GyrB/ParE, ki bi prišel v 
klinično uporabo. Številni zaviralci GyrB/ParE sicer izkazujejo zelo dobre vrednosti 
minimalnih inhibitornih koncentracij (MIK) proti G+ bakterijam, a razvoj spojin, ki bi 
izkazovale aktivnost proti G- patogenom z ustreznimi fizikalno-kemijskimi (ustrezna kemijska 
stabilnost in topnost v vodi) in farmakokinetičnimi (dobra biološka uporabnost) lastnostmi 
ostaja velik izziv (23,25,34–36). 
Novejši razredi zaviralcev GyrB/ParE so bili zasnovani s tehnikami virtualnega rešetanja (angl. 
virtual screening, VS), strukturno podprtega načrtovanja (angl. structure-based design, SBD) 
in rešetanja visoke zmogljivosti (angl. high-throughput screening, HTS). Kot navdih pri 
načrtovanju novih zaviralcev so služile tudi naravne spojine. Te imajo pogosto dobro in vitro 
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protibakterijsko aktivnost, vendar niso primerne za klinično uporabo zaradi svoje visoke 
molekulske mase in v mnogih primerih tudi zaradi neoptimalne biološke uporabnosti ter ostalih 
lastnosti. Kljub temu lahko naravne spojine služijo kot osnova za nadaljnjo optimizacijo in 
razvoj sintetičnih zaviralcev (34). Nekateri novejši razredi zaviralcev GyrB so prikazani na sliki 
10: pirazoltiazoli (1), pirolopirimidini (2), azaindoli  (3), benzimidazol sečnine (4), indazoli (5), 
pirolamidi (6), pirimidinoindoli (7), pirazolopiridoni (8), imidazo[1,2-a]piridini (9). 
 
Slika 10: Predstavniki nekaterih novejših strukturnih razredov zaviralcev DNA-giraze B (prirejeno po 
(23,25,34,35)). 
 
Raziskovalci iz podjetja AstraZeneca so z uporabo rešetanja na osnovi fragmentov s pomočjo  
NMR spektroskopije odkrili novo obetavno skupino zaviralcev DNA-giraze B – pirolamide. S 
pomočjo odkritih fragmentov so zasnovali pirolamid 10 (slika 11), ki sicer izkazuje le šibko 
protibakterijsko aktivnost, vendar pa predstavlja dobro osnovo za nadaljnjo sintezo in 
optimizacijo zaviralcev tega razreda. S pomočjo kristalne strukture spojine 10 vezane v ATP-
vezavno domeno bakterije S. aureus so identificirali nekatere bistvene interakcije v vezavnem 
mestu. Pirolna skupina se veže v lipofilni žep vezavnega mesta na podoben način, kot adeninska 
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skupina molekule ATP; pirolni obroč tvori hidrofobne interakcije, pirolni dušik pa vodikovo 
vez z aminokislinskim ostankom Asp81 (Asp73 v primeru bakterije E. coli) in kristalno vezano 
vodo. Ta kristalna struktura je bila vodilo pri načrtovanju bolj učinkovitih analogov spojine 10 
(30,37–39).  
S pripravo spojine 11 (slika 11) so ugotovili, da uvedba dveh klorovih substituentov na mesta 
3 in 4 na pirolnem obroču krepko izboljša encimsko aktivnost zaradi tvorbe dodatnih 
hidrofobnih interakcij v adeninskem žepu. Poleg tega elektron akceptorski klorovi skupini 
zmanjšata pKa pirolne NH skupine, kar privede do boljše sposobnosti tvorbe vodikove vezi z 
Asp81. Ugotovili so tudi, da tvorba vodikove vezi med Arg144 (Arg136 v primeru bakterije E. 
coli) in karbonilno skupino primarne amidne skupine vezane na obroč piridina privede do 
izboljšanja protibakterijskega delovanja. Medtem, ko je imela spojina 10 na vseh bakterijskih 
sevih vrednosti MIK večje od 64 µg/ml, je spojina 11 pokazala vidno izboljšanje in vitro 
aktivnosti proti G+ bakterijam S. aureus, S. pneumoniae, in E. faecium, z vrednostmi MIK pod 
2 µg/ml. Aktivnost spojine 11 proti G- bakterijam E. coli in H. influenzae je bila občutno slabša 
(> 64 µg/ml), verjetno zaradi njenega slabšega prehajanja celične ovojnice bakterij ali 
prisotnosti izlivnih črpalk pri G- bakterijah, ki črpajo spojino iz celice, na kar lahko sklepamo 
iz dobre aktivnosti na G- bakterije pri mutiranem sevu E. coli brez izlivnih črpalk. Še boljšo 
aktivnost proti G+ bakterijam pa je izkazovala spojina 12 (slika 11) z vrednostmi MIK 8 µg/ml 
na S. aureus, 2 µg/ml na E. faecium in 0.5 µg/ml na S. pneumoniae, ki je bila izbrana za 
nadaljnjo optimizacijo zaradi njene ugodne encimske aktivnosti in boljše topnosti. Kristalna 
struktura spojine 12 v kompleksu z GyrB bakterije S. aureus potrjuje splošen način vezave 
zaviralcev GyrB: vodikova vezava pirolne NH skupine z Asp81 (Asp73 v primeru bakterije E. 
coli) in kristalno vezano vodo, interakcije med tiazolnim obročem in Arg84 (Arg76 v primeru 
bakterije E. coli) in vodikova vez med karboksilno skupino in stransko verigo Arg144 (Arg136 
v primeru bakterije E. coli) (30,38). 
 
Slika 11: Predstavniki zaviralcev DNA-giraze B pirolamidnega tipa (prirejeno po (38,39)). 
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2. NAČRT DELA 
 
Namen magistrske naloge je načrtovati in sintetizirati potencialne zaviralce DNA-giraze B z 
dobrim protibakterijskim delovanjem. Izhodišče nam bodo predstavljali že znani podatki o 
strukturah zaviralcev DNA-giraze B, sintetiziranih na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani in 
podatki, ki smo jih dobili iz pregleda strokovne literature na to temo. 
Sinteza spojin bo potekala po uveljavljenih kemijskih postopkih, istovetnost in čistost spojin pa 
bomo dokazovali s pomočjo analiznih metod, kot so infrardeča spektroskopija (IR), jedrska 
magnetna resonanca (NMR), masna spektrometrija (MS) in tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti (HPLC). S pomočjo encimskih testov na encimih DNA-giraze in topoizomeraze IV 
iz bakterij E. coli in S. aureus bomo sintetizirane spojine biološko ovrednotili, najbolj aktivnim 
spojinam pa bomo določili še protibakterijsko aktivnost. 
Pri načrtovanju spojin bomo skušali posnemati interakcije spojine A (IC50 = 0,058 µM,  slika 
12) z benzotiazolnim strukturnim delom, ki je bila sintetizirana na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani in za katero je bila razrešena kristalna struktura v kompleksu z GyrB iz E. coli. Skušali 
bomo tvoriti še dodatne, neizkoriščene interakcije v aktivnem mestu. V pomoč nam bosta služili 
tudi kristalni strukturi klorobiocina in novobiocina v vezavnem mestu (slika 9). 
4,5-Dibromopirolamidni del spojine A je vezan v adeninski vezavni žep, kjer se tvori vodikova 
vez med pirolno NH skupino in stransko verigo aminokisline Asp73. Elektron akceptorske 
lastnosti broma privedejo do znižanja vrednosti pKa pirolne NH-skupine in posledično se 
poveča jakost vodikove vezi. 4,5-Dibromopirolni del tvori hidrofobne interakcije z Val43, 
Val71, Val120, Val167 in Thr165 v hidrofobnem žepu, medtem ko tvori benzotiazolni obroč 
hidrofobne stike z Glu50, Gly77, Ile78 in Pro79.  
 
Slika 12: Spojina A v ATP vezavnem mestu GyrB (prirejeno po (25)). 




Sintetiziranim spojinam bo skupen N-(benzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidni del 
molekule. S pirolamidnim delom bomo posnemali vezavo adenina v vezavno mesto. Tako kot 
adeninski obroč, tudi pirolamidni del vsebuje zaporedno vezana donorja (NH skupina) in 
akceptorja (CO skupina) vodikove vezi, kar je ključen element zaviralcev GyrB. Pripravili 
bomo spojine z 4,5-dibromopirol-2-karboksamidnim in spojine z 3,4-dikloro-5-metilpirol-2-
karboksamidnim fragmentom. S pomočjo razlik v aktivnosti med spojinami, ki imajo pripete 
Cl- oziroma Br-atome na pirolovem obroču bomo ugotavljali kateri izmed teh dveh 
substituentov je bolj optimalen za vezavo v adeninski vezavni žep GyrB. Vloga halogenov je 
povečati jakost hidrofobnih interakcij. Elektron akceptorske lastnosti klora in broma vodijo tudi 
k znižanju pKa pirolne NH-skupine in posledično k večji jakosti vodikove vezi med NH-
skupino pirola in aminokislinskim ostankom Asp73. Pri vseh naših zaviralcih bomo ohranili 
pirolamidno NH-skupino nesubstituirano, zaradi predvidene tvorbe vodikove vezi z Asn46. 
Preostali del spojin se ne bo vezal v ATP-vezavno mesto encima. Sintetizirane spojine se bodo 
razlikovale v substituentih na mestu 6 benzotiazolnega obroča, kot prikazuje slika 13. Uvajali 
bomo substituente, ki imajo možnost tvorbe kation-π ali ionskih interakcij z Arg76 oz. Arg136. 
Molekula ATP teh interakcij ne tvori, kar zagotavlja selektivnost vezave sintetiziranih spojin 
na DNA-girazo in ne na druge encime, ki prav tako vsebujejo ATP-vezavno mesto. Na mesto 
6 benzotiazolnega obroča bomo uvajali manjše skupine, kot je npr. metoksi skupina, 
karboksilna skupina in tetrazolni obroč ter sterično večje skupine, kot je npr. metil 3,4-dikloro-
5-metil-1H-pirol-2-karboksilat, in tako primerjali vpliv velikosti substituentov na aktivnost. 
Predvidevamo, da je kisla skupina, npr. COOH, ugodna za tvorbo ionske interakcije z Arg76 
ali Arg136, zato bomo primerjali aktivnost spojin, ki imajo na mestu 6 vezano prosto 
karboksilno skupino, njihovih analogov z metilno estrsko skupino ali tetrazolnim obročem.  
 
Slika 13: Načrtovane strukture zaviralcev DNA-giraze B. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. REAGENTI IN TOPILA 
Za izvedbo eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila 
proizvajalcev Acros Organics, Fluka, Merck in Sigma-Aldrich. 
3.2. DOLOČANJE TALIŠČA 
Talilni interval spojin smo določali na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizico na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
3.3. KROMATOGRAFSKE METODE 
Tankoplastna kromatografija (TLC). Uporabljali smo jo za določevanje čistosti spojin,  
spremljanje poteka reakcij in izbiro ustrezne mobilne faze pri izvedbi kolonske kromatografije. 
Kot stacionarno fazo smo uporabljali plošče Merck Kieselgel 60 F254 z 0,20 mm nanosom 
silikagela na aluminijastem nosilcu z dodanim fluorescentnim indikatorjem. Za razvijanje plošč 
smo uporabljali kombinacije metanola in diklorometana ali etil acetata in petroletra v različnih 
razmerjih. Spojine na kromatografskih ploščah smo detektirali z  UV svetilko valovne dolžine 
254 nm in orositvenim reagentom ninhidrinom. 
 »Flash« kolonska kromatografija. Uporabili smo jo za čiščenje nekaterih spojin. Za 
stacionarno fazo smo uporabili silikagel proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,040-0,063 
mm, kot mobilno fazo pa smo uporabljali kombinacije etil acetata in petroletra ali 
diklorometana in metanola v ustreznih razmerjih. Spojine na kromatografskih ploščah smo 
detektirali s pomočjo UV svetilke pri valovni dolžini 254 nm in z orositvenimim reagentom 
ninhidrinom. 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC). Čistost končnih spojin smo preverili 
s HPLC-analizami. Analize smo izvedli na instrumentu Thermo Scientific Dionex Ultimate 
3000 Binary Rapid Separation LC System (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA). 
Uporabili smo kolono Agilent Eclipse Plus C18 (5 µm, 4,6 mm × 150 mm). Kot mobilno fazo 
smo uporabili 0,1% trifluoroocetno kisline v vodi (A) in acetonitril (B) (30-90% acetonitrila v 
0,1% TFA v 16 min in do 20 min pri 90% acetonitrila). Pretok mobilne faze je bil 1,0 mL/min, 
volumen injiciranja pa 10 µL.  
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3.4. SPEKTROSKOPSKE METODE 
Jedrska magnetna resonanca (NMR). 1H NMR in 13C NMR-spektre smo posneli na 
spektrometru Bruker Avance III 400 pri 400 MHz (1H NMR) oz. 100 MHz (13C NMR). Kot 
topilo smo uporabili DMSO-d6 ali CDCl3, kot interni standard pa smo uporabili tetrametilsilan 
(TMS). Kemijske premike () smo podali v enotah »parts per million« (ppm). Spektre smo 
analizirali s pomočjo programa MestReC  proizvajalca Mestrelab Research. 
Infrardeča spektroskopija (IR). IR-spektre smo posneli na spektrofotometru Thermo Nicolet 
Nexus 470 ESP FT-IR z uporabo tehnike ATR (oslabljene popolne odbojnosti). Spektre smo 
analizirali s programom Omnic E.S.P. 5.2. 
Masna spektrometrija (MS). Masne spektre spojin smo posneli na masnem spektrometru 
ADVION expression CMSL z ESI tehniko. Visoko ločljive masne spektre (HR-MS) spojin smo 
posneli na masnem spektrometru Thermo Scientific QExactive Plus z ESI tehniko. 
3.5. IUPAC NOMENKLATURA IN RISANJE SPOJIN 
Za risanje strukturnih formul in poimenovanje spojin smo uporabili program ChemDraw 
Professional 16.0 proizvajalca CambridgeSoft. 
3.6. ENCIMSKI TESTI IN DOLOČANJE VREDNOSTI IC50 
Encimske teste so opravili na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. 
Spojinam so določili rezidualno aktivnost (RA), to je razmerje med aktivnostjo encima ob 
dodatku zaviralca in v njegovi odsotnosti pri različnih koncentracijah zaviralca, bolj aktivnim 
spojinam pa tudi srednjo zaviralno koncentracijo (IC50), to je koncentracijo zaviralca, ki 
povzroči 50% zaviranje encimske aktivnosti. Vsem spojinam so določili aktivnost na encimu 
DNA-giraza iz bakterije E. coli, aktivnejšim spojinam pa še aktivnost na encimu DNA-giraza 
iz bakterije S. aureus in na encimih topoizomeraza IV iz bakterij E. coli in S. aureus. Za 
testiranje so uporabili mikrotitrske plošče prekrite s streptavidinom in testni komplet 
proizvajalca Inspiralis. Testne ploščice so rehidrirali s pomočjo pufra, nanje imobilizirali 
biotiniliran oligonukleotid, nevezan oligonukleotid pa sprali s ploščic. Reakcijska mešanica je 
vsebovala DNA-girazo ali topoizomerazo IV iz E. coli ali S. aureus, sproščen plazmid pNO1 
in zaviralec. Reakcijske raztopine so inkubirali pri 37 °C pri čemer se je tvoril kompleks med 
biotinom, oligonukleotidom in plazmidom. Nevezan plazmid so sprali s pomočjo pufra TF in 
dodali barvilo SybrGOLD v pufru T10. S pomočjo mikrotiterskega čitalca so izmerili 
fluorescenco (ekscitacija: 485 nm, emisija: 535 nm). Spojine so testirali pri več koncentracijah 
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zaviralca (10 µM, 1 µM, 0,1 µM, najbolj aktivne spojine pa še pri nižjih koncentracijah). 
Vrednosti IC50 so izračunali s programom GraphPad Prism. Kot interni standard so uporabili 
novobiocin (IC50 = 0,168 µM za E. coli girazo, 0,041 µM za S. aureus girazo, 11 µM za E. coli 
topo IV in 27 µM za S. aureus topo IV). 
3.7. DOLOČANJE PROTIBAKTERIJSKEGA DELOVANJA 
Spojinam, ki so izkazovale dobro aktivnost na encimih, so določili tudi protibakterijsko 
delovanje. Protibakterijske teste so opravili na Univerzi v Helsinkih na Finskem in v Biološkem 
raziskovalnem centru v Szegedu na Madžarskem. 
Za testiranje so uporabili bakterije Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes, 
Enterococcus faecium in Klebsiella pneumoniae. Protibakterijsko aktivnost so izmerili s 
primerjavo absorbanc vzorcev in kontrol pri 620 nm po 0, 8 in 24 h. Izražena je v odstotkih 
zaviranja rasti pri 50 µM koncentraciji zaviralca. Najbolj aktivnim spojinam so določili tudi 
vrednosti minimalnih zaviralnih koncentracij (MIK). Kot pozitivno kontrolo so na vsaki testni 














NINA FRIDRIH  MAGISTRSKA NALOGA 
24 
 
4. EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1. REAKCIJSKE SHEME 
Na shemi 1 je prikazana sinteza 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-ona (4). Na 
pirolu (1) smo v prvi stopnji izvedli elektrofilno aromatsko substitucijo s trikloroacetilkloridom 
(2) v prisotnosti trietilamina in dobili spojino 3, ki smo jo nato bromirali z uporabo broma in 
tako pripravili spojino 4. 
Shema 1. Sinteza 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-ona. 
 
 
Reagenti in pogoji: (a) Et3N, THF, 0 °C, nato sobna T, 15 h; (b) Br2, CHCl3, 0 °C, nato sobna T, 15 h. 
Shema 2 prikazuje sintezo N-(6-metoksibenzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidnih 
derivatov 6 in 7. 6-Metoksibenzo[d]tiazol-2-aminu (5) smo v prisotnosti natrijevega karbonata 
pripeli spojino 4 in tako pripravili končno spojino 6. Pri sintezi spojine 7 smo na amin 5 preko 
amidne vezi pripeli na 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorid, ki smo ga pripravili s 
pomočjo oksalil klorida iz 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilne kisline. 
Shema 2. Sinteza N-(6-metoksibenzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidnih analogov 6 in 
7. 
 
Reagenti in pogoji: (a) 4, Na2CO3, DMF, 80 °C, 15 h; (b) i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, 
oksalil klorid, CH2Cl2, sobna T, 15 h, nato ii) 5, toluen, 130 °C, 15 h. 
Shema 3 predstavlja sintezo N-(benzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidov 16 in 19 ter 
poskus sinteze spojin 12, 14 in 18. Najprej smo v kislih pogojih, z uporabo tionil klorida iz 4-
aminobenzojske kisline (8) pripravili njen metilni ester 9. S segrevanjem v metanolu ob uporabi 
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bakrovega(II) sulfata pentahidrata in kalijevega tiocianata (KSCN) smo nato spojino 9 
ciklizirali do spojine 10. Del te spojine smo ob segrevanju na 65 °C v prisotnosti hidrazin 
monohidrata pretvorili v hidrazid 11. Z 1,1'-karbonildiimidazolom (CDI) nato nismo uspeli 
pripraviti spojine 12, ki vsebuje 5-okso-4,5-dihidro-1,3,4-oksadiazolni obroč. Da bi pripravili 
spojino 12 po drugi sintezni poti, smo nato na aminsko skupino spojine 10 na mestu 2 uvedli 
zaščitno skupino Boc z uporabo di-terc-butil dikarbonata in tako prišli do spojine 13. Iz spojine 
13 smo nato neuspešno na več načinov želeli priti do spojine 14, na kateri bi v naslednji stopnji 
pripravili 5-okso-4,5-dihidro-1,3,4-oksadiazolni obroč s pomočjo reagenta CDI. Na del spojine 
10 smo z amidno vezjo pripeli 3,4-dikloro-5-metilpirol-2-karbonilni fragment s pomočjo 3,4-
dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorida kot reagenta in na ta način dobili spojino 15. Nato 
smo v bazičnih pogojih metilno estrsko skupino hidrolizirali do proste karboksilne kisline in 
tako dobili končno spojino 16. 
Po drugi sintezni poti smo metilno estrsko skupino v spojini 10 reducirali do alkoholne skupine 
s pomočjo litijevega aluminijevega hidrida in tako dobili spojino 17. V naslednji stopnji smo 
na aminsko in na hidroksilno skupino spojine 17 s pomočjo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-
karbonil klorida pripeli 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonilni fragment in tako dobili 
končno spojino 19. Selektivno pripenjanje 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorida le 
na aminsko skupino v spojini 17 ni bilo uspešno (18). Neuspešna sta bila tudi poskusa priprave 
alkohola 18 preko selektivne bazične hidrolize metilne estrske skupine v spojini 19 in preko 
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Shema 3. Sinteza N-(benzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidov 16 in 19 ter poskus 
sinteze spojin 12, 14 in 18. 
 
 
Reagenti in pogoji: (a) SOCl2, MeOH, 0 °C, nato 70 °C, 15-30 h; (b) KSCN, CuSO4 x 5H2O, MeOH, 65 °C, 4h; 
(c) hidrazin monohidrat, MeOH/THF, 65 °C, 15 h; (d) 1,1'-karbonildiimidazol, 1,4-dioksan/DMF, 100 °C, 15 h; 
(e) Boc2O, DMAP, THF, sobna T, 15 h; (f1) hidrazin monohidrat, MeOH/THF, 120 °C, 15 h; (f2) hidrazin 
monohidrat, DMF, 120 °C, 15 h;  (g) i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, oksalil klorid, CH2Cl2, 
sobna T, 15 h, nato ii) 10, toluen, 130 °C, 15 h; (h)  2 M NaOH, 1,4-dioksan, 90 °C, 15 h, (i) LiAlH4, THF, sobna 
T, 15 h; (j) i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, oksalil klorid, CH2Cl2, sobna T, 15 h, nato ii) 17, 
toluen, 130 °C, 15 h; (k) i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, oksalil klorid, CH2Cl2, sobna T, 15 
h, nato ii) 17, toluen, 130 °C, 15 h; (l) 2 M NaOH, DMF, 100 °C, 96 h; (m) LiAlH4,,  DMF/THF, sobna T, 15 h. 
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Na shemi 4 je prikazana sinteza N-(benzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidov 24 in 29 ter 
poskus sinteze spojin 27, 29, 30 in 31. V prvi stopnji smo spojino 21 ciklizirali do 
benzotiazolnega obroča s pomočjo kalijevega tiocianata (spojina 20) in broma in tako dobili 
spojino 22. Na aminsko skupino v spojini 22 smo nato preko amidne vezi pripeli 3,4-dikloro-
5-metil-1H-pirol-2-karbonilno skupino in tako prišli do spojine 23. Nitrilno skupino v spojini 
23 smo v naslednji stopnji s pomočjo natrijevega azida pretvorili v tetrazolni obroč in tako 
dobili končni produkt 24. Delu spojine 22 smo zaščitili aminsko skupino z uporabo di-terc-butil 
dikarbonata in tako dobili spojino 25. Z reakcijo nukleofilne adicije ob uporabi 
hidroksilamonijevega klorida pod bazičnimi pogoji smo ciano skupino spojine 25 pretvorili v 
amidoksim in tako dobili spojino 26, to pa smo v naslednji stopnji poskušali z reagentom CDI 
pretvoriti do 5-okso-4,5-dihidro-1,2,4-oksadiazolnega derivata 27, kar se je izkazalo za 
neuspešno. Iz spojine 22 smo z reagentom natrijevim azidom pripravili spojino 28, ki vsebuje 
tetrazolni obroč. V naslednji stopnji smo na obe nukleofilni skupini v spojini 28 pripeli 3,4-
dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonilni fragment in tako dobili spojino 29. Selektivno 
pripenjanje 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonilnega fragmenta na aminsko skupino 
spojine 28 do nastanka produkta 30 je bilo neuspešno. Prav tako so bili neuspešni poskusi 
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Shema 4. Sinteza N-(benzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidov 24 in 29 ter poskus 
sinteze spojin 27, 29, 30 in 31. 
 
Reagenti in pogoji: (a) 20, Br2, CH3COOH, sobna T, 15 h; (b) i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna 
kislina, oksalil klorid, CH2Cl2, sobna T, 15 h, nato ii) 22, toluen, 130 °C, 15 h; (c) NaN3, NH4Cl, DMF, 100 °C, 
15 h; (d) Boc2O, DMAP, THF, sobna T, 15 h; (e) HONH2·HCl, Na2CO3, EtOH, 85 °C, 15 h; (f) 1,1'-
karbonildiimidazol, 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-en, 1,4-dioksan, 100 °C, 15 h; (g) NaN3, NH4Cl, DMF, 100 
°C, 15 h; (h) i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, oksalil klorid, CH2Cl2, sobna T, 15 h, nato ii) 
28, toluen, 130 °C, 15 h; (i) i) 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina, oksalil klorid, CH2Cl2, sobna T, 
15 h, nato ii) 28, toluen, 130 °C, 15 h; (j1) HONH2·HCl, Na2CO3, EtOH/THF, 85 °C, 15 h; (j2) HONH2·HCl, 
Na2CO3, DMF, 85 °C, 15 h. 
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4.2.  SPLOŠNI SINTEZNI POSTOPKI IN ANALIZNI PODATKI 
2,2,2-Trikloro-1-(1H-pirol-2-il)etan-1-on (3). Pirolu (1, 7,75 mL, 110 mmol) in trietilaminu 
(18,7 mL, 135 mmol) v bučki dodamo tetrahidrofuran (150 mL) ter ohladimo na 0 °C. 
Raztopino prepihamo z argonom in na ledeni kopeli po kapljicah dodajamo trikloroacetilklorid 
(2, 18,8 mL, 168 mmol). Reakcijsko zmes mešamo čez noč pri sobni T. Reakcijo prekinemo z 
dodatkom NaHCO3 (10 mL) in topilo uparimo pod znižanim tlakom. Preostanek raztopimo v 
etil acetatu (100 mL), organsko fazo spiramo z nasičeno raztopino NaHCO3 (3 × 30 mL) in 
nasičeno raztopino NaCl (3 × 30 mL), sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod 
znižanim tlakom. Produkt očistimo s kristalizacijo iz heksana. Izkoristek reakcije: 61 %; rjavi 
kristali (14,3 g); tališče: 51-56 °C; Rf (etil acetat/petroleter = 1/4): 0,47; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6)  6,36-6,38 (m, 1H, Pyrr-CH), 7,32-7,36 (m, 2H, 2 × Pyrr-CH), 12,44 (s, 1H, NH) 
ppm; IR (ATR) ν = 3316, 1649, 1535, 1423, 1381, 1354, 1317, 1135, 1109, 1063, 1036, 843, 
806, 752, 723, 683 cm-1. 
2,2,2-Trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etan-1-on (4). Spojino 3 (11,2 g, 52,9 mmol) 
suspendiramo v kloroformu (300 mL), prepihamo z argonom, ohladimo na 0 °C in na ledeni 
kopeli dokapavamo brom (5,90 mL, 115 mmol). Reakcijsko zmes mešamo čez noč pri sobni T. 
Potek reakcije spremljamo s pomočjo tankoplastne kromatografije, dodamo še 1,5 mL broma 
in mešamo preko noči pri sobni T. Topilo uparimo pod znižanim tlakom, preostanku dodamo 
vodo (200 mL) in vodno fazo ekstrahiramo z diklorometanom (3 × 75 mL). Združene organske 
faze nato spiramo z nasičeno raztopino NaHCO3 (3 × 75 mL) in nasičeno raztopino NaCl (3 × 
75 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. 
Produkt očistimo s kristalizacijo iz heksana. Izkoristek reakcije: 86 %; rjavi kristali (16,8 g); 
tališče: 100-103 °C; Rf (etil acetat/petroleter = 1/4): 0,63; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  
7,42 (d, 1H, J = 2,4 Hz, Pyrr-CH), 13,77 (s, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 3281, 1653,  1439, 
1402, 1364, 1223, 1159, 981, 838, 806, 746, 683, 617 cm-1.  
4,5-Dibromo-N-(6-metoksibenzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamid (6). Spojino 5 
(0,100 g, 0,555 mmol), spojino 4 (0,205 g. 0,555 mmol) in Na2CO3 (0,059 g, 0,555 mmol) 
raztopimo v DMF (5 mL) in reakcijsko zmes segrevamo preko noči na 80 °C. Odparimo topilo 
pod znižanim tlakom, preostanek suspendiramo v 1M HCl (5 mL) in odnučamo. Oborino 
prelijemo z etil acetatom (5 mL), segrejemo, odnučamo in oborino posušimo. Izkoristek 
reakcije: 21 %; svetlo rjava trdna snov (0,050 g); tališče: 222-225 °C; Rf (diklorometan/metanol 
= 10/1): 0,80; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   3.82 (s, 3H, CH3), 7.06 (dd, 1H, J1 = 8.8 Hz, 
J2 = 2.7 Hz, Ar-H-5'), 7.50 (d, 1H, J = 2.7 Hz, Pyrr-H), 7.61 (d, 1H, J = 2.5 Hz, Ar-H-7'), 7.66 
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(d, 1H, J = 8.8 Hz, Ar-H-4'), 12.51 (s, 1H, NH), 13.22 (s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ 55.60, 98.98, 104.72, 108.28, 114.86, 115.91, 120.85, 125.78, 132.80, 142.47, 
156.14, 156.25, 157.05 ppm; IR (ATR) ν = 1665, 1588, 1483, 1458, 1404, 1376, 1333, 1301, 
1264, 1227, 1173, 1058, 1029, 975, 823, 735, 723, 679, 646 cm-1; HRMS (ESI-) za 
C13H8Br2N3O2S: izračunan 427,8709, izmerjen 427,8711. HPLC: tR: 9.733 min (95.8 % pri 254 
nm). 
Splošni postopek A. Sinteza spojin 7, 15, 19, 23, 29  (spojino 7 smo podali kot primer). 3,4-
Dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilno kislino (0,100 g, 0,515 mmol) raztopimo v 
brezvodnem diklorometanu (10 mL), raztopino prepihamo z argonom in dodamo oksalil klorid 
(221 µL, 2,58 mmol). Reakcijsko zmes mešamo pod inertno atmosfero čez noč, pri sobni T. 
Topilo uparimo pod znižanim tlakom in produkt posušimo na membranski črpalki. Dodamo 
spojino 5 (110 mg, 0,515 mmol) in toluen (10 mL) ter mešamo čez noč pri 130 °C. Reakcijsko 
zmes ohladimo na sobno T, oborino odnučamo in posušimo. 
(3,4-Dikloro-N-(6-metoksibenzo[d]tiazol-2-il)-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid) (7).  
Delamo po splošnem postopku A. Surov produkt čistimo s prelivanjem z metanolom (10 mL), 
suspenzijo stresamo na ultrazvoku, oborino odnučamo in speremo z metanolom (2 × 5 mL) ter 
posušimo. Izkoristek reakcije: 40 %; temno rjava trdna snov (0,074 g); tališče: 278-281 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 10/1): 0,80; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  2.27 (s, 3H, CH3), 3.82 
(s, 3H, OCH3), 7.06 (dd, 1H, J1 = 8.8 Hz, J2 = 2.6 Hz, Ar-H-5'), 7.60 (d, 1H, J = 2.6 Hz, Ar-H-
7'), 7.65 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Ar-H-4'), 11.59 (s, 1H, NH), 12.31 (s, 1H, NH) ppm; 13C NMR 
(100 MHz, DMSO-d6): δ 10.96, 55.60, 104.85, 109.57, 114.49, 114.96, 117.53, 120.36, 129.61, 
132.44, 156.17, 157.16 (dva signala manjkata) ppm; IR (ATR) ν = 3357, 3328, 1642, 1606, 
1545, 1489, 1462, 1434, 1406, 1373, 1322, 1292, 1267, 1242, 1211, 1180, 1161, 1134, 1093, 
1063, 1028, 844, 818, 805, 746, 710, 674, 644, 618 cm-1; HRMS (ESI+) za C14H12Cl2N3O2S: 
izračunan 356,0022, izmerjen 356,0020. HPLC: tR: 11.747 min (98.0 % pri 254 nm). 
Metil 4-aminobenzoat (9). 4-Aminobenzojsko kislino (8, 10,00 g, 72,9 mmol) raztopimo v 
metanolu (200 mL), ohladimo na 0 °C in na ledeni kopeli počasi dokapavamo tionil klorid (15,9 
mL, 219 mmol). Reakcijsko zmes mešamo čez noč pri 70 °C. Topilo in tionil klorid uparimo 
pod znižanim tlakom. Preostanek raztopimo v etil acetatu (150 mL) in nevtraliziramo z nasičeno 
vodno raztopino NaHCO3. Fazi ločimo, vodno fazo ekstrahiramo z etil acetatom (2 × 40 mL), 
nato spiramo združene organske faze z nasičeno raztopino NaCl (2 × 40 mL). Organsko fazo 
sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. Izkoristek reakcije: 91 %; 
svetlo rjava trdna snov (10,5 g); tališče: 92-94 °C; Rf (diklorometan/metanol = 10/1): 0,64; 1H 
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NMR (400 MHz, DMSO-d6)  3.73 (s, 3H, CH3), 5.98 (s, 2H, NH2), 6.56 (d, 2H, J = 8.6 Hz, 
Ar-H-3,5), 7.64 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Ar-H-2,6) ppm; IR (ATR) ν = 3332, 1680, 1634, 1595, 
1573, 1512, 1433, 1313, 1279, 1199, 1173, 1116, 1078, 1034, 1012, 972, 851, 767, 697, 637  
cm-1. 
Metil 2-aminobenzotiazol-6-karboksilat (10). Spojino 9 (10,00 g, 66,2 mmol) raztopimo v 
metanolu (250 mL), dodamo KSCN (64,3 g, 662 mmol) in CuSO4 × 5H2O (82,6 g, 331 mmol). 
Mešamo 4 h pri 65 °C, potek reakcije spremljamo s pomočjo tankoplastne kromatografije. 
Ohladimo na sobno temperaturo, oborino odnučamo in jo speremo z metanolom. Filtratu pod 
znižanim tlakom uparimo 2/3 topila in mu dodamo vodo (120 mL). Oborino odnučamo in ji 
dodamo 2 M NaOH (100 mL) ter mešamo 10 minut. Oborino odnučamo, speremo z vodo in 
posušimo. Izkoristek reakcije: 89 %; siva trdna snov (12,2 g); tališče: 215-218 °C, Rf 
(diklorometan/metanol = 10/1): 0,70; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   3.84 (s, 3H, CH3), 
7.41 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Ar-H-4), 7.86 (dd, 1H, J = 8.5, J = 1.8 Hz, Ar-H-5), 8.25 (s, 2H, NH2), 
8.34 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Ar-H-7) ppm; IR (ATR) ν = 1692, 1658, 1625, 1597, 1516, 1464, 1429, 
1331, 1299, 1275, 1235, 1196, 1111, 974, 901, 837, 763, 724, 698, 646, 619 cm-1.  
2-Aminobenzo[d]tiazol-6-karbohidrazid (11). Spojino 10 (500 mg, 2,40 mmol) raztopimo v 
mešanici metanola in THF (2:1, 20 mL), dodamo hidrazin monohidrat (2,33 mL, 3,95 mmol) 
in mešamo čez noč pri 65 °C. Nastalo suspenzijo ohladimo na ledu, oborino odnučamo in 
posušimo. Izkoristek reakcije: 60 %; svetlo siva trdna snov (298 mg); tališče: >300 °C; Rf 
(diklorometan/metanol/NH3 = 10/1/0,01): 0,14; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   4.43 (s, 2H, 
NHNH2), 7.32 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Ar-H-4), 7.70 (dd, 1H, J1 = 8.4 Hz, J2 = 1.8 Hz, Ar-H-5), 
7.74 (s, 2H, NH2), 8.12 (d, 1H, J = 1.7 Hz, Ar-H-7), 9.61 (s, 1H, NHNH2) ppm; IR (ATR) ν = 
3323, 3113, 1650, 1623, 1596, 1563, 1513, 1455, 1415, 1346, 1309, 1278, 1234, 1170, 1099, 
1050, 953, 895, 866, 823, 764, 740, 697, 616 cm-1.  
Poskus sinteze 5-(2-aminobenzo[d]tiazol-6-il)-1,3,4-oksadiazol-2(3H)-ona (12). Spojino 11 
(250 mg, 1,20 mmol) raztopimo v mešanici 1,4-dioksana in brezvodnega DMF (2:1, 15 mL), 
dodamo 1,1'-karbonildiimidazol (292 mg, 1,80 mmol) ter mešamo čez noč pri 100 °C. Topilo 
uparimo pod znižanim pritiskom, nastane majhna količina netopne lepljive rjave snovi. Glede 
na NMR spekter dobljena spojina ni bila spojina 12. 
Metil 2-((terc-butoksikarbonil)amino)benzo[d]tiazole-6-karboksilat (13). Spojino 10 (500 
mg, 2,40 mmol) in DMAP (29,0 mg, 0,24 mmol) raztopimo v  THF (12 mL), ohladimo na 0 °C 
in na ledeni kopeli počasi dokapavamo Boc2O (629 mg, 2,88 mmol), raztopljen v THF (5 mL). 
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Mešamo čez noč pri sobni T. 2/3 Topila uparimo pod znižanim tlakom, oborino odnučamo in 
jo speremo s THF ter posušimo. Izkoristek reakcije: 13 %; svetlo siva trdna snov (97 mg); 
tališče: >300 °C; Rf (diklorometan/metanol = 10/1): 0,75; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): 
1.53 (s, 9H, 3 × CH3), 3.88 (s, 3H, OCH3), 7.75 (m, 1H, Ar-H), 7.97 (m, 1H, Ar-H), 8.61 (m, 1 
H, Ar-H), 12.01 (s, 1H, NH) ppm; spojina je zelo slabo topna v DMSO-d6; IR (ATR) ν = 1717, 
1675, 1467, 1431, 1324, 1301, 1276, 1248, 1235, 1153, 1108, 1080, 1056, 1034, 764 cm-1.  
Poskus sinteze terc-butil (6-(hidrazinkarbonil)benzo[d]tiazol-2-il)karbamata (14). Spojino 
13 (87 mg, 0,282 mmol) suspendiramo v mešanici metanola in THF (2:1, 10 mL), dodamo 
hidrazin monohidrat (274 µL, 5,64 mmol) in mešamo čez noč pri 120 °C. Nastalo suspenzijo 
ohladimo na ledu, oborino odnučamo in posušimo. Glede na NMR spekter dobljena spojina ni 
bila spojina 14. Ponovimo postopek in kot topilo uporabimo DMF, sinteza ni uspešna. 
Metil 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (15). 
Delamo po splošnem postopku A. Surov produkt čistimo s prelivanjem z metanolom (10 mL), 
suspenzijo stresamo na ultrazvoku, segrevamo, oborino odnučamo in speremo z metanolom (2 
× 5 mL) ter posušimo. Postopek ponovimo dvakrat. Izkoristek reakcije: 67 %; temno rjava trdna 
snov (659 mg); tališče: >300 °C; Rf (diklorometan/metanol/ocetna kislina = 10/1/0,01): 0,84; 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  2.27 (s, 3H, Pyrr-CH3), 3.89 (s, 3H, OCH3), 7.82 (s, 1H, Ar-
H), 7.98-8.06 (m, 1H, Ar-H), 8.66 (s, 1H, Ar-H), 11.97 (s, 1H, NH), 12.34 (s, 1H, NH) ppm; 
IR (ATR) ν = 1695, 1652, 1524, 1489, 1433, 1402, 1370, 1270, 1238, 1196, 1167, 1123, 1042, 
772, 747, 728, 699, 623 cm-1. 
2-(3,4-Dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid)benzo[d]tiazol-6-karboksilna kislina 
(16). Spojino 15 (270 mg, 0,703 mmol) suspendiramo v 1,4-dioksanu (10 mL), dodamo 2 M 
NaOH (1,760 mL, 3,51 mmol) in mešamo čez noč pri 90 °C. Topilo uparimo pod znižanim 
tlakom in preostanek nakisamo do pH 1 z 1 M HCl. Oborino odnučamo, speremo z vodo in 
posušimo. Izkoristek reakcije: 76 %; črna trdna snov (198 mg); tališče: >300 °C; Rf 
(diklorometan/metanol/ocetna kislina = 10/1/0,01): 0,16; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  
2.28 (s, 3H, CH3), 7.74-7.86 (m, 1H, Ar-H), 8.02 (dd, 1H, J1 = 8.4 Hz, J2 = 1.7 Hz, Ar-H-5), 
8.62 (s, 1H, Ar-H), 12.01 (s, 1H, NH), 12.38 (s, 1H, NH/COOH), 12.93 (s, 1H, NH/COOH) 
ppm; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ 10.95, 109.90, 115.55, 117.14, 119.36, 123.84, 125.73, 
127.41, 129.93, 131.24, 150.68, 157.58, 161.58, 167.00 ppm; IR (ATR) ν = 1659, 1621, 1531, 
1486, 1401, 1375, 1220, 1038, 954, 912, 768, 747, 698, 623 cm-1; HRMS (ESI-) m/z za 
C14H8Cl2N3O3S ([M-H]
-): izračunano 367.9658, izmerjeno 367.9671. HPLC: tR: 8.190 min 
(98.5 % pri 254 nm). 
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(2-Aminobenzo[d]tiazol-6-il)metanol (17). Spojino 10 (1,00 g, 4,80 mmol) suspendiramo v 
THF (100 mL), prepihamo z argonom in ohladimo na 0 °C. Na ledeni kopeli postopoma v več 
delih dodajamo LiAlH4 (820 mg, 21,6 mmol). Reakcijsko zmes mešamo čez noč pri sobni T. 
Počasi dodajamo vodo (4 mL) in 20% NaOH (1 mL) ter mešamo 2 uri. Nastalo oborino 
odnučamo in jo prelijemo z dietil etrom (10 mL), suspenzijo stresamo na ultrazvoku in oborino 
odnučamo. Matičnici odparimo topilo pod znižanim pritiskom in preostanek čistimo s kolonsko 
kromatografijo. Izkoristek reakcije: 13 %; rumena trdna snov (109 mg); tališče: 150-155 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,21; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  4.23 (d, 2H, J = 5.7 
Hz, CH2), 4.90 (t, 1H, J = 5.7 Hz, OH), 5.36 (s, 2H, NH2), 6.70 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Ar-H-4), 
7.01 (d, 1H, J = 2.1 Hz, Ar-H-7), 7.06 (dd, 1H, J1 = 8.2, J2 = 2.0 Hz, Ar-H-5) ppm; IR (ATR) 
ν = 3281, 3119, 1635, 1533, 1461, 1414, 1356, 1283, 1252, 1193, 1120, 1040, 1020, 992, 973, 
907, 867, 841, 810, 709, 671, 613 cm-1. 
Poskus sinteze 3,4-dikloro-N-(6-(hidroksimetil)benzo[d]tiazol-2-il)-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamida (18) iz spojine 17. Delamo po splošnem postopku A. Produkt čistimo s 
prelivanjem z dietil etrom (10 mL), suspenzijo stresamo na ultrazvoku, oborino odnučamo in  
posušimo. Matičnici pod znižanim pritiskom uparimo topilo. Z analizo dobljenih frakcij 
ugotovimo, da želeni produkt ni nastal. 
Poskus sinteze 3,4-dikloro-N-(6-(hidroksimetil)benzo[d]tiazol-2-il)-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamida (18) iz spojine 19. Spojino 19 (81 mg, 0,152 mmol) raztopimo v DMF (5 mL), 
dodamo 2 M NaOH (92 µL, 0,183 mmol) in mešamo pri 60 °C. S pomočjo TLC spremljamo 
potek reakcije, ki ne poteče. Po 5 h dodamo 100 µL 2 M NaOH, nato po 2 h dodamo še 300 µL 
2 M NaOH in segrevamo na 100 °C štiri dni. Topilo odparimo pod znižanim pritiskom in 
preostanku dodamo vodo (5 mL) ter nakisamo z 1 M HCl do nevtralnega pH. Dodamo etilacetat 
(10 mL), pri čemer izpade oborina, ki jo odnučamo. Organsko in vodno fazo ločimo, organsko 
fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. V nobeni izmed 
frakcij ne dobimo želenega produkta. 
Poskus sinteze 3,4-dikloro-N-(6-(hidroksimetil)benzo[d]tiazol-2-il)-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamida (18) iz spojine 15. Spojino 15 (50,0 mg, 0,130 mmol) suspendiramo v mešanici 
THF (1 mL) in DMF (1 mL), prepihamo z argonom in ohladimo na 0 °C. Na ledeni kopeli 
postopoma v več delih dodajamo LiAlH4 (22,0 mg, 0,586 mmol). Reakcijsko zmes mešamo 2 
uri pri sobni T. S pomočjo TLC spremljamo reakcijo in ker ocenimo, da ta ni potekla, dodamo 
še 22,0 mg LiAlH4 in mešamo čez noč pri sobni T.  Dodamo vodno raztopino NaHCO3 (10 mL) 
in etil acetat (10 mL) in oborino, ki nastane v vodni fazi odnučamo. Organsko fazo speremo z 
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nasičeno raztopino NaCl (2 × 10 mL), sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod 
znižanim tlakom. Produkta nismo uspeli izolirati iz nobene izmed faz. 
 (2-(3,4-Dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid)benzo[d]tiazol-6-il)metil 3,4-dikloro-5-
metil-1H-pirol-2-karboksilat (19). Delamo po splošnem postopku A. Produkt čistimo s 
prelivanjem z metanolom (10 mL), suspenzijo stresamo na ultrazvoku, oborino odnučamo in 
speremo z metanolom (2 × 5 mL) ter posušimo. Postopek ponovimo še dvakrat z acetonitrilom. 
Izkoristek reakcije: 25 %; temno rjava trdna snov (81 mg); tališče: >300 °C; Rf 
(diklorometan/metanol) = 10/1): 0,83; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  2.22 (s, 3H, CH3), 
2.28 (s, 3H, CH3), 5.42 (s, 2H, CH2), 7.51-7.60 (m, 1H, Ar-H), 7.71-7.84 (m, 1H, Ar-H), 8.09 
(s, 1H, Ar-H), 11.78 (s, 1H, NH), 12.37 (s, 1H, NH), 12.39 (s, 1H, NH)  ppm; IR (ATR) ν = 
1650, 1544, 1492, 1468, 1272, 1211, 1046, 817, 748, 706, 683, 637, 617 cm-1. MS (ESI) m/z = 
531,0 ([M-H]-); HPLC: tR: 14,783 (95,17% pri 254 nm). 
2-Aminobenzo[d]tiazol-6-karbonitril (22). Spojino 21 (7,20 g, 60,9 mmol) raztopimo v ocetni 
kislini (200 mL) in ji dodamo spojino 20 (23,7 g, 244 mmol). Ohladimo na 10 °C in na vodni 
kopeli počasi dokapavamo brom (6,24 mL, 122 mmol). Mešamo pri sobni T čez noč. Oborino 
odnučamo in surov produkt nevtraliziramo z dodatkom vodne raztopine NaHCO3. Nastalo 
oborino odnučamo, speremo z vodo in jo posušimo. Suho oborino prelijemo z metanolom (10 
mL), suspenzijo stresamo na ultrazvoku, segrevamo do vrenja in neraztopljeni del odnučamo. 
Matičnici uparimo topilo pod znižanim pritiskom in produkt čistimo s kolonsko kromatografijo. 
Izkoristek reakcije:  18 %; rumena trdna snov (1,95 g);  tališče: 179-183 °C; Rf 
(diklorometan/metanol) = 10/1): 0,44; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   7.42 (d, 1H, J = 8.4 
Hz, Ar-H-4), 7.61 (dd, 1H, J1 = 8.4, J2 = 1.8 Hz, Ar-H-5), 8.07 (s, 2H, NH2), 8.19 (d, 1H, J = 
1.7 Hz, Ar-H-7) ppm;  IR (ATR) ν = 3406, 3065, 2215, 1642, 1522, 1454, 1414, 1342, 1317, 
1292, 1264, 1191, 1116, 905, 896, 830, 807, 733, 713, 665, 602 cm-1. 
3,4-Dikloro-N-(6-cianobenzo[d]tiazol-2-il)-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid (23). Delamo 
po splošnem postopku A. Produkt čistimo s prelivanjem z metanolom (10 mL), suspenzijo 
stresamo na ultrazvoku, oborino odnučamo in speremo z metanolom (2 × 5 mL) ter posušimo. 
Izkoristek reakcije: 30 %; temno siva trdna snov (300 mg); tališče: >300 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 10/1): 0,84; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   2.28 (s, 3H, CH3), 
7.84-7.92 (m, 2H, 2 × Ar-H), 8.59 (s, 1H, Ar-H), 12.06 (s, 1H, NH), 12.39 (s, 1H, NH) ppm; 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 11.00, 105.29, 109.96, 115.48, 116.95, 119.14, 120.64, 
126.96, 129.71, 130.30, 131.93 (trije signali manjkajo) ppm; IR (ATR) ν = 3360, 3326, 2222, 
1658, 1601, 1553, 1528, 1503, 1488, 1454, 1413, 1400, 1375, 1316, 1275, 1239, 1195, 1162, 
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1092, 1044, 1067, 992, 913, 887, 825, 807, 745, 710, 658, 631 cm-1; MS (ESI) m/z = 349,0 ([M-
H]-); HPLC: tR: 11,187 (95,43% pri 254 nm). 
Splošni postopek B. Sinteza spojin 24, 28 (spojino 24 smo podali kot primer). Spojini 23 
(100 mg, 0,285 mmol) dodamo NaN3 (185 mg,  2,85 mmol), NH4Cl (152 mg, 2,85 mmol) in  
DMF (5 mL) ter reakcijsko zmes mešamo čez noč pri 100 °C. Reakcijsko zmes ohladimo na 
sobno T in nakisamo z 1 M HCl do pH 3 ter dodamo vodo (5 mL) in etil acetat (10 mL). Nastalo 
oborino odnučamo in posušimo. 
N-(6-(1H-Tetrazol-5-il)benzo[d]tiazol-2-il)-3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid 
(24). Topila se znebimo s prelivanjem oborine z acetonom. Suspenzijo stresamo na ultrazvoku, 
oborino odnučamo in posušimo. Izkoristek reakcije: 60 %; črna trdna snov (67 mg); tališče: 
>300 °C; Rf (diklorometan/metanol/ocetna kislina = 10/1/0,01): 0,12; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6)  2.29 (s, 3H, CH3), 8.11 (dd, 1H, J1 = 8.4, J2 = 1.8 Hz, Ar-H), 8.70 (s, 1H, Ar-H), 
11.98 (s, 1H, NH), 12.40 (s, 1H, NH) ppm, signala za NH tetrazola se na spektru ne vidi; IR 
(ATR) ν = 3349, 3186, 1665, 1581, 1531, 1493, 1463, 1401, 1373, 1319, 1287, 1260, 1166, 
1074, 1040, 1012, 913, 872, 814, 743, 705, 627 cm-1; HRMS (ESI) za C14H10Cl2N7OS: 
izračunan 394,0039, izmerjen 394,0039; HPLC: tR: 7,660 (95,28% pri 254 nm). 
terc-Butil (6-cianobenzo[d]tiazol-2-il)karbamat (25). Spojino 22 (1,00 g, 5,707 mmol) in 
DMAP (70,0 mg, 0,571 mmol) raztopimo v  THF (25 mL), ohladimo na 0 °C in na ledeni kopeli 
počasi dokapavamo Boc2O (1,50 g, 6,85 mmol) raztopljen v THF (5 mL). Mešamo čez noč pri 
sobni T. Topilo uparimo pod znižanim tlakom in preostanku dodamo dietil eter (10 mL). 
Suspenzijo stresamo na ultrazvoku in oborino odnučamo, speremo z dietil etrom ter posušimo. 
Izkoristek reakcije: 89 %; svetlo rumeni kristali (1,401 g); tališče: 170-174 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 10/1): 0,73; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   1.53 (s, 9H, 3 × CH3), 
7.78-7.82 (m, 2H, 2 × Ar-H), 8,52-8.53 (m, 1H, Ar-H), 12.17 (s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6): δ 27.77, 82.37, 104.79, 119.21, 120.80, 126.63, 129.54, 132.24, 152.51, 
152.85, 163.62 ppm; IR (ATR) ν = 2223, 1711, 1545, 1461, 1392, 1369, 1282, 1245, 1196, 
1149, 1071, 1050, 1029, 881, 859, 834, 790, 744, 703, 632, 618 cm-1; MS (ESI) m/z = 274,0 
([M-H]-). 
terc-Butil (6-(N'-hidroksikarbamimidoil)benzo[d]tiazol-2-il)karbamat (26). Spojino 25 
(200 mg, 0,726 mmol) raztopimo v EtOH (10 mL), dodamo Na2CO3 (231 mg,  2,18 mmol) in 
HONH2·HCl (202 mg, 2,91 mmol) ter mešamo čez noč pri 85 °C. Topilo uparimo pod znižanim 
tlakom in preostanek nakisamo do pH 1 z 1 M HCl ter dodamo etil acetat (10 mL) in vodo (10 
NINA FRIDRIH  MAGISTRSKA NALOGA 
36 
 
mL). Fazi ločimo, vodno fazo naalkalimo s 5 M NaOH do pH 12 in jo ekstrahiramo z etil 
acetatom (2 × 10 mL). Fazi ločimo in odnučamo oborino iz vodne faze, jo speremo z vodo ter 
posušimo. Izkoristek reakcije: 39 %; beli kristali (87 mg); tališče: 131-135 °C; Rf 
(diklorometan/metanol = 10/1): 0,29; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   1.52 (s, 9H, 3 × CH3), 
5.85 (s, 2H, NH2), 7.64 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Ar-H-4), 7.72 (dd, 1H, J1 = 8.5, J2 = 1.8 Hz, Ar-H-
5), 8.19 (d, 1H, J = 1.8 Hz, Ar-H-7), 9.63 (s, 1H, NH), 11.84 (s, 1H, OH) ppm; IR (ATR) ν = 
1713, 1650, 1610, 1569, 1550, 1368, 1277, 1245, 1149, 1070, 1048, 944, 893, 861, 835, 789, 
749, 683, 664, 634 cm-1; MS (ESI) m/z = 307,0 ([M-H]-). 
Poskus sinteze terc-butil (6-(5-okso-4,5-dihidro-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzo[d]tiazol-2-
il)karbamata (27). Spojino 26 (75,0 mg, 0,243 mmol), CDI (99,0 mg, 0,608 mmol) in DBU 
(44,0 mg, 0,292 mmol) suspendiramo v 1,4-dioksanu (3 mL) ter mešamo čez noč pri 101 °C. 
Topilo uparimo pod znižanim tlakom in preostanek nakisamo do pH 1 z 1 M HCl ter dodamo 
vodo (10 mL) in etil acetat (10 mL). Nastalo oborino odnučamo in ločimo fazi. Organsko fazo 
sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo topilo pod znižanim tlakom. V nobeni izmed frakcij ne 
dobimo želenega produkta.  
6-(1H-Tetrazol-5-il)benzo[d]tiazol-2-amin (28). Delamo po splošnem postopku B. Izkoristek 
reakcije: 94 %; bela trdna snov (235 mg); tališče: 271-275 °C; Rf (diklorometan/metanol/ocetna 
kislina = 10/1/0,01): 0,16; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)   7.52 (d, J = 8.4 Hz, ArH-4), 7.90 
(dd, J1 = 8.4 Hz, J2 = 1.8 Hz, ArH-5), 8.04 (s, 2H, NH2), 8.38 (d, J = 1.6 Hz, ArH-7); 
13C NMR 
(100 MHz, DMSO-d6): δ 116.66, 117.60, 120.04, 124.85, 131.20, 153.55, 155.10, 168.74 ppm; 
IR (ATR) ν = 3130, 1650, 1609, 1534, 1470, 1418, 1371, 1320, 1286, 1254, 1150, 1118, 1091, 
1055, 1009, 894, 831, 816, 750, 717, 656, 618 cm-1; MS (ESI) m/z = 216,8 ([M-H]-). 
3,4-Dikloro-N-(6-(1-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil)-1H-tetrazol-5-
il)benzo[d]tiazol-2-il)-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid (29). Delamo po splošnem postopku 
A. Suho oborino nakisamo z 1 M HCl do pH 3, stresamo na ultrazvoku, odnučamo in posušimo. 
Suho oborino prelijemo z metanolom (10 mL), suspenzijo stresamo na ultrazvoku, segrevamo 
do vrenja, oborino odnučamo, speremo z metanolom in posušimo. Izkoristek reakcije: 1,8 %; 
temno zelena trdna snov (12 mg); Rf (diklorometan/metanol = 10/1): 0,7; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6)   2.28 (s, 3H, CH3), 2.30 (s, 3H, CH3), 7.90-7.97 (m, 1H, Ar-H-4), 8.12 (dd, 1H, 
J1 = 8.5 Hz, J2 =1.8 Hz, Ar-H-5), 8.71 (s, 1H, Ar-H-7), 11.96 (s, 1H, NH), 12.36 (s, 1H, NH), 
12.75 (s, 1H, NH) ppm; IR (ATR) ν = 1640, 1527, 1460, 1271, 1236, 1045, 747, 627 cm-1; 
HRMS (ESI) za C20H11Cl4N8O2S: izračunan 566,9485, izmerjen 566,9377; HPLC: tR: 15,643 
(88,99% pri 254 nm). 




karboksamida (30). Delamo po splošnem postopku A, le da vzamemo naslednje razmerje 
ekvivalentov: 1 ekv. spojine 28 in 0,5 ekv. 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorida. 
Suho oborino nakisamo z 1 M HCl do pH 3, stresamo na ultrazvoku, odnučamo in posušimo. 
Želeni produkt ni nastal. 
Poskus sinteze 3,4-dikloro-N-(6-(N-hidroksikarbamimidoil)benzo[d]tiazol-2-il)-5-metil-
1H-pirol-2-karboksamida (31). Spojino 23 (100 mg, 0,285 mmol) raztopimo v mešanici 
EtOH in THF (1:1,5, 25 mL), dodamo Na2CO3 (90,5 mg, 0,854 mmol) in HONH2·HCl (79,1 
mg, 1,14 mmol) ter reakcijsko zmes mešamo čez noč pri 85 °C. Topilo uparimo pod znižanim 
tlakom in preostanek nakisamo do pH 1 z 1 M HCl ter dodamo etil acetat (20 mL) in vodo (10 
mL). Nastalo oborino odnučamo in ločimo fazi, organsko fazo speremo z vodo (10 mL) in 
nasičeno raztopino NaCl (2 × 10 mL). Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in uparimo 
topilo pod znižanim tlakom. Sinteza spojine ni uspela zato smo ponovili postopek s topilom 
DMF, a tudi v tem primeru želeni produkt ni nastal. 
  
NINA FRIDRIH  MAGISTRSKA NALOGA 
38 
 
5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. KOMENTAR NEKATERIH SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1. N- in O-aciliranje 
Sinteza spojin 7, 15, 19, 23 in 29 je potekla z N-aciliranjem iz aminov 5, 10, 17, 22, 28 in 3,4-
dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilne kisline, ki smo jo predhodno aktivirali v obliko 
kislinskega klorida z oksalil kloridom. Zamenjava –OH skupine s klorom bistveno poveča 
elektrofilnost karbonilnega ogljika, kar je ključno za potek nukleofilne substitucije, saj pod 
običajnimi pogoji karboksilne kisline ne reagirajo kot elektrofili. Klor je elektronprivlačen 
element in je boljša izstopajoča skupina od –OH skupine. Sledi dodatek amina (nukleofila) h 
kislinskemu halogenidu, ki napade elektrofilni karbonilni ogljik in preko tvorbe vmesnega 
tetraedričnega intermediata nastane amidna vez. V reakcijo nismo dodali baze, ki bi preprečila 
protoniranje amina, saj je naš amin zelo šibko bazičen in se pod temi pogoji ne protonira 
popolnoma, kar omogoči nemoten potek reakcije. Reakcija N-aciliranja poteka v brezvodnih 
pogojih; uporabimo brezvodno topilo in reakcijo izvajamo pod inertno atmosfero, ker je voda 
šibek nukleofil in bi lahko namesto amina reagirala s kislinskim kloridom. Mehanizem tvorbe 
kislinskega klorida z uporabo oksalil klorida in mehanizem nukleofilne substitucije  sta 




Shema 5. Mehanizem tvorbe kislinskega klorida z uporabo oksalil klorida (zgoraj) in sinteza 
amidne vezi s kislinskim kloridom (spodaj) (prirejeno po (40,41)).  
 
Sinteza metilne estrske skupine v spojini 9 je potekla v dveh sinteznih stopnjah (shema 6). V 
prvem koraku smo aktivirali kislino v kislinski klorid z uporabo tionil klorida, v naslednji 
stopnji pa smo izvedli nukleofilno adicijo metanola s sledečo eliminacijo kloridnega iona. 
Reakcija poteka preko nestabilnega tetraedričnega intermediata. Mehanizem reakcije O-
aciliranja prikazuje shema 6. 






Shema 6. Mehanizem tvorbe kislinskega klorida z uporabo tionil klorida (zgoraj) in sinteza 
metilnega estra iz kislinskega klorida in metanola (spodaj) (prirejeno po (41,42)). 
 
5.1.2. Zaščita aminske skupine v obliki terc-butil karbamata (Boc) 
Pred nadaljevanjem sintezne poti smo zaradi zagotavljanja selektivnosti poteka reakcij zaščitili 
aminsko skupino spojin 10 in 22. Aminska skupina je dober nukleofil zato bi lahko, če je ne bi 
zaščitili, v naslednjih sinteznih stopnjah nastali različni stranski produkti. Uporabili smo terc-
butil karbamatno (Boc) zaščitno skupino, ki smo jo uvedli z di-terc-butil dikarbonatom 
(Boc2O). Pri sintezi smo uporabili katalizator 4-dimetilaminopiridin (DMAP), ki kot pomožni 
nukleofil napade karbonilno skupino Boc2O, pri tem pa izstopi terc-butil karbonat. Nukleofilna 
aminska skupina nato napade karbonilno skupino Boc-piridinijevega intermediata, pri tem pa 
nastanejo z Boc-skupino zaščiten amin (ester karbaminske kisline) in dva stranska produkta, 
CO2 ter terc-butanol. Pomembno je, da pri izvedbi reakcije omogočimo izhajanje ogljikovega 
dioksida. Mehanizem reakcije je predstavljen na shemi 7 (42–45). 
 
Shema 7. Zaščita aminske skupine z Boc2O (prirejeno po (44)). 
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5.1.3. Tvorba tetrazolnega obroča iz nitrila 
Tetrazolni obroč, ki je prisoten v spojinah 24, 28 in 29 smo pripravili iz nitrilne skupine spojin 
22 in 23 z uporabo natrijevega azida (NaN3). Reakcija poteka po mehanizmu 1,3-dipolarne 
cikloadicije preko vmesnega nestabilnega intermediata. V primeru sintez spojin 24 in 28 smo 
uporabili mešanico natrijevega azida in amonijevega klorida (NH4Cl) v DMF. Azidni ion v prvi 
stopnji nukleofilno napade ciano skupino, čemur sledi ciklizacija do tetrazolnega obroča. V 
reakcijski zmesi sprva nastane anion tetrazola, po nakisanju z 1 M HCl pa dobimo končni 
tetrazolni obroč. Mehanizem ciklizacije je predstavljen na shemi 8 (45). 
 
Shema 8. Mehanizem priprave tetrazolnega obroča iz  nitrilne skupine z uporabo azidnega 
iona (prirejeno po (45,46)). 
 
5.1.4. Reakcija metilnega estra s hidrazin monohidratom 
Sinteza spojine 11 je potekla z uporabo hidrazin monohidrata po mehanizmu nukleofilne 
substitucije. Nukleofilna aminska skupina hidrazina napade estrsko skupino spojine 10 pri 
čemer nastane hidrazid, iz reakcije pa izstopi molekula metanola. Mehanizem reakcije je 
prikazan na shemi 9. Enak postopek smo želeli uporabiti tudi za sintezo spojine 14, vendar 
reakcija kljub temu, da smo preizkusili dve različni topili ni potekla, ker spojine 13 nismo uspeli 
raztopiti (45).  
 
Shema 9. Mehanizem tvorbe hidrazida iz metilnega estra s hidrazin monohidratom (prirejeno 
po (41,43,45)). 
 
5.1.5. Reakcija nitrila s hidroksilaminom 
Nitrilno skupino spojine 25 smo pretvorili v amidoksim 26 z uporabo hidroksilamonijevega 
klorida v prisotnosti natrijevega karbonata, ki je v reakciji zagotovil bazične pogoje. Potekla je 
nukleofilna adicija hidroksilamina na polarno ciano trojno vez. Bazični pogoji so potrebni za 
zagotovitev neprotonirane oblike hidroksilamonijevega klorida, da ta lahko reagira kot 
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nukleofil. Enak postopek smo uporabili pri sintezi spojine 31, vendar kljub uporabi dveh 
različnih topil nismo uspeli pripraviti želene spojine.  Mehanizem adicije je prikazan na shemi 
10.  
 
Shema 10. Mehanizem adicije hidroksilamina na nitrilno skupino (prirejeno po (45)). 
 
5.2. KOMENTAR NEUSPEŠNIH SINTEZ 
5.2.1. Tvorba 5-okso-4,5-dihidro-1,3,4-oksadiazolnega obroča z reagentom CDI 
Spojino 12 smo želeli sintetizirati z uporabo 1,1'-karbonildiimidazola  (CDI). NH2 skupina v 
hidrazidu v prvi stopnji reagira kot nukleofil in napade karbonilno skupino CDI, pri tem pa 
izstopi imidazol. Zaradi laktam-laktim tavtomerije nastane nova nukleofilna skupina –OH, ki 
napade karbonilno skupino vezanega ostanka reagenta CDI, pri čemer pride do izstopa še 
drugega imidazola, tvori pa se 5-okso-4,5-dihidro-1,3,4-oksadiazolni obroč.  Sinteza spojine 12 
ni bila uspešna, verjetno zaradi netopnosti izhodne spojine (40,41). Mehanizem reakcije je 
prikazan na shemi 11. 
 
 
Shema 11. Mehanizem nastanka 5-okso-4,5-dihidro-1,3,4-oksadiazolnega obroča iz hidrazida 
z uporabo 1,1'-karbonildiimidazola. 
 
5.3. REZULTATI BIOLOŠKIH TESTIRANJ 
5.3.1. Encimski testi 
Sedem končnih spojin smo testirali na encimu DNA-giraza iz bakterije E. coli, dve (16 in 24) 
pa še na DNA-girazi bakterije S. aureus in na DNA topoizomerazi IV bakterije E. coli in S. 
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aureus. Manj aktivnim spojinam smo pri določeni koncentraciji zaviralcev določili le 
rezidualno aktivnost (RA), to je razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti zaviralca in v 
njegovi odsotnosti. Podajamo jo v odstotkih, pri čemer 0% rezidualna aktivnost pomeni 
popolno inhibicijo encima, 100% pa, da inhibicije ni. Spojine smo testirali pri več 
koncentracijah zaviralca (10 µM, 1 µM, 0,1 µM, najbolj aktivne spojine pa še pri nižjih 
koncentracijah). Spojinam, ki so močno zavirale encim, smo določili še srednjo zaviralno 
koncentracijo (IC50), to je koncentracijo zaviralca, ki zmanjša aktivnost encima za 50%. 
Rezultate encimskih testov prikazuje preglednica I. Za lažjo interpretacijo rezultatov smo v 
tabeli navedli še encimske rezultate spojin A, B, C in D, ki so bile predhodno sintetizirane na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani, in vrednosti IC50 za novobiocin. 
Preglednica II. Zaviralne aktivnosti spojin na DNA-girazo in topoizomerazo IV iz bakterij E. 
coli in S. aureus, podane kot rezidualne aktivnosti (RA) ali vrednosti IC50. 
 
     
                 6, 7, 15, 16, 19, 23, 24                                                                                      A, B, C, D 
Spojina R1 R2 R3 R4 
RA (%)a oz. IC50 (µM)b 
       DNA-giraza                              Topoizomeraza IV 
        E. coli                    S. aureus                   E. coli                 S. aureus 
6 OCH3 Br Br H 
100% pri 1 µM 
105% pri 0,1 µM 
n.d.c n.d. n.d. 
7 OCH3 CH3 Cl Cl 
70% pri 1 µM 
74% pri 0,1 µM 
102% pri 0,01 µM 
n.d. n.d. n.d. 
15 COOCH3 CH3 Cl Cl 2,6 µM n.d. n.d. n.d. 
16 COOH CH3 Cl Cl 
0,0134 ± 0,0003  
µM 
0,17 ± 0,052  
µM 
0,137 µM 0,0406 µM 





CH3 Cl Cl 
82% pri 1 µM 
86% pri 0,1 µM 
n.d. n.d. n.d. 
23 CN CH3 Cl Cl 
89% pri 10 µM 
97% pri 1 µM 
 
n.d. n.d. n.d. 
24 
 
CH3 Cl Cl 
0,00652  ± 0,00448  
µM 
0,0254 µM 
11% pri 10 µM 
33% pri 1 µM 
48% pri 0,01 
µM  
5% pri 1 
µM 
8% pri 0,1 
µM 
A COOH Br Br H 
0,0123 ± 0,0074 
µM  
1,75 µM 2,97 µM 0,15 µM 
B COOCH3 Br Br H 
58% pri 10 µM 
92% pri 1 µM 
n.d. n.d. n.d. 
C COOH Cl Cl H 
0,0191 ± 0,0004 
µM 
24% pri 100 
µM 
48% pri 10 
µM  
0,26 µM 2,04 µM 
D COOCH3 Cl Cl H 
86% pri 10 µM 
100% pri 1 µM  
n.d. n.d. n.d. 
novobiocin - - - H 0,17 µM 0,041 µM 11 µM 27 µM 
a Rezidualna aktivnost encima pri različnih koncentracijah spojine. 
b Koncentracija spojine, ki zmanjša aktivnost encima za 50%. 
c  Ni določeno. 
 
Izkazalo se je, da so spojine s 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidnim fragmentom bolj aktivne 
kot spojine s 4,5-dibromo-1H-pirolamidnim ali 4,5-dikloro-1H-pirolamidnim fragmentom. Če 
primerjamo zaviralne aktivnosti spojin 15 (IC50 = 2,6 µM), B (RA = 58% pri 10 µM in RA = 
92% pri 1 µM) in D (RA = 86% pri 10 µM in RA = 100% pri 1 µM) na DNA-girazo iz bakterije 
E. coli, ki vse na mestu R1 vsebujejo COOCH3 skupino ugotovimo, da je spojina 15, ki vsebuje 
3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidni fragment, najbolj aktivna. Primerjamo lahko še podobne 
spojine, ki vsebujejo na mestu R1 COOH skupino, to so spojine 16, A in C. Vrednosti IC50 teh 
spojin na DNA-girazo iz bakterije E. coli so precej primerljive (IC50 = 0,0134 µM za spojino 
16, 0,0123 µM za spojino A in 0,0191 µM za spojino B), zelo opazne pa so razlike v aktivnostih 
zaviranja DNA giraze iz bakterije S. aureus in topoizomeraze IV iz E. coli in S. aureus. Najbolj 
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aktivna je v vseh treh primerih spojina 16 s 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidnim fragmentom. 
Če primerjamo še rezidualni aktivnosti spojin 6 (100% pri 1 µM in 105% pri 0,1 µM ) in 7 
(70% pri 1 µM in 74% pri 0,1 µM) na DNA-girazo iz E. coli, lahko potrdimo, da je najbolj 
optimalen 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidni fragment. Predvidevamo, da se vsi trije 
pirolamidni fragmenti vežejo v encimsko vezavno mesto in tvorijo hidrofobne interakcije z 
aminokislinskimi ostanki Val71, Val43, Val167 in Ala47, a se manjši klorovi atomi in metilna 
skupina verjetno bolje prilegajo adeninskemu vezavnemu mestu, kot večji bromovi atomi. 
Iz prikazanih rezultatov lahko sklepamo, da so bolj aktivne spojine s prosto karboksilno 
skupino, kot njihovi estrski analogi. To ugotovimo, če primerjamo kisline 16 (IC50 = 0,0134 
µM ), A (IC50 = 0,0123 µM) in C (IC50 = 0,0191 µM), z njihovimi estrskimi analogi 15 (IC50 = 
2,6 µM), B (RA = 58% pri 10 µM in RA = 92% pri 1 µM) in D (RA = 86% pri 10 µM in RA = 
100% pri 1 µM). Opazimo, da sta kislini A in C aktivni tudi na DNA-girazi iz bakterije S. 
aureus ter na topoizomerazi IV iz bakterij E. coli in S. aureus, medtem ko estrski obliki teh 
spojin na omenjenih encimih nista aktivni. Prosta karboksilna kislina verjetno tvori ionske 
interakcije z aminokislinskim ostankom Arg136, ester pa te možnosti nima. Bioizosterna 
zamenjava proste karboksilne skupine s tetrazolnim obročem pri spojini 24 se je izkazala za 
ugodno, saj je ta spojina v okviru te magistrske naloge najbolj aktivna na DNA-girazo iz bakterij 
E. coli (IC50 = 0,00652 µM) in S. aureus (IC50 = 0,0254 µM). Predvidevamo, da tetrazolni obroč 
v vezavnem mestu tvori podobne interakcije kot prosta karboksilna skupina, zaradi 
aromatskega obroča pa lahko tvori še dodatne kation-π interakcije z Arg136. Spojina 24 DNA-
girazo iz E. coli zavira 26-krat močneje kot novobiocin, do danes edini klinično uporabljen 
zaviralec DNA-giraze. Splošno gledano pa je v okviru te magistrske naloge najbolj uspešna 
spojina 16, ki zavira DNA-girazo iz E. coli približno 13-krat močneje kot novobiocin, kar je 
manj močno kot spojina 24, vendar pa izkazuje večjo zaviralno aktivnost kot spojina 24 še na 
encim topoizomeraza IV iz E. coli in S. aureus. Spojine 6, 7, 19 in 23 so se pri testiranju izkazale 
za neaktivne.  
V splošnem so zaviralne aktivnosti testiranih spojin na DNA-girazo iz S. aureus in na 
topoizomerazo IV iz E. coli in S. aureus nižje v primerjavi z zaviralnimi aktivnostmi na DNA-
girazo iz E. coli. To si lahko razložimo z analizo tridimenzionalnih struktur adeninskih vezavnih 
mest teh encimov. Pri DNA-girazi iz S. aureus je hidrofobni adeninski žep manjši, ker vsebuje 
strukturno večje aminokisline levcin in dva izolevcina, ki so pri DNA-girazi iz E. coli 
zamenjane z manjšimi aminokislinami metioninom in dvema valinoma. 4,5-Dibromopirolna 
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skupina je tako prevelika za vezavo, medtem ko se v adeninski vezavni žep DNA-giraze iz E. 
coli veže bolj optimalno. Podobno je manjši tudi adeninski vezavni žep v topoizomerazi IV. 
 
5.3.2. Protibakterijski testi 
Spojinam 6, 7, 15, 16 in 24 smo določili protibakterijsko aktivnost na bakterijskih sevih A. 
baumannii, E. coli,  E. aerogenes, E. faecalis, E. faecium, P. aeruginosa, K. pneumoniae in S. 
aureus. Poleg tega, smo določili tudi delovanje na dva mutirana seva bakterije E. coli. Prvi sev 
ima mutiran gen za tolC, ki je pomemben del izlivnih črpalk, drugi sev pa ima mutiran gen 
IpxC, ki je pomemben za normalno delovanje zunanje membrane bakterij. Z določitvijo 
protibakterijskega delovanja na omenjena seva smo želeli analizirati vpliv manjšega črpanja 
zaviralcev iz bakterije in vpliv povečane prepustnosti zunanje membrane bakterij. Za lažjo 
interpretacijo rezultatov smo v tabeli navedli še protibakterijske rezultate spojin A, B, C in D, 
ki so bile predhodno sintetizirane na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Rezultati so 
predstavljeni v Preglednici II. 
Preglednica III. Rezultati protibakterijskega delovanja spojin na bakterijskih sevih S. aureus, P. 
aeruginosa, E. coli, E. coli ΔtolC, E.coli ΔlpxC, E. faecalis, E. faecium, A. baumannii, E. 
aerogenes in K. pneumoniae. Podani so kot odstotek zaviranja rasti bakterij pri 50 µM 
koncentracijah zaviralcev DNA-giraze po 24-urni inkubaciji. S krepko pisavo so označeni 
odstotki, ki so večji od 80%. 
 
Spojina 
Zaviranje rastia (%) 
S. aureus                P. aeruginosa 
(ATCC 29213)      (ATCC 27853) 
 
E. coli 
E. coli (ATCC 
25922) 
E. coli ΔtolCb 
(JW5503) 
E. coli ΔlpxCc 
(JD17464) 
6 30,3 0 25,9 18,9 22,8 
7 13,7 0 2,76 6,86 2,2 
15 8,66 1,96 2,97 2,22 14,4 
16 100 70,2 99,9 99,5 98,9 
24 89,2 13,7 19,3 n.d.d n.d. 
A 55 10 9 100 14 
B 0 3 0 2 5 
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C 17 0 2 100 10 
D 0 1 0 0 13 
Spojina 












6 14,2 0 9,89 10,1 11,8 
7 8,96 0 1,08 11,9 11,0 
15 10,4 9,55 6,47 5,95 13,4 
16 99,1 97,5 98,9 25,1 29,6 
24 n.d. 97,1 20,7 11,3 0 
A 100 97 4 6 7 
B 73 17 10 7 14 
C 100 100 9 6 15 
D 60 16 13 8 17 
a Zaviranje rasti bakterij v odstotkih pri 50 µM koncentraciji zaviralca po 24 urni inkubaciji.  
b Sev z mutiranim genom tolC z neaktivno izlivno črpalko. 
c Sev z mutiranim genom lpxC s povečano prepustnostjo zunanje membrane. 
d Ni določeno. 
 
Spojine v splošnem kažejo boljše delovanje proti po Gramu pozitivnim (S. aureus, E. faecalis 
in E. faecium) kot proti po Gramu negativnim (E. coli, P. aeruginosa, A. baumannii, E. 
aerogenes in K. pneumoniae) bakterijam. Spojini 16 in 24 zavirata rast S. aureus in E. faecium 
za več kot 89%, poleg tega spojina 16 kaže 99% zaviranje rasti E. faecalis. Aktivnosti proti po 
Gramu negativnim bakterijam so opazno nižje, obetavna je le spojina 16, ki kaže več kot 98,9% 
zaviranje rasti na obeh mutiranih sevih bakterije E. coli, pa tudi na divjem sevu E. coli. 98,9% 
Zaviranje je prisotno tudi proti bakteriji A. baumannii, z visokim odstotkom (70%) pa zavira 
tudi bakterijo P. aeruginosa. Boljše aktivnosti proti po Gramu pozitivnim bakterijam so 
najverjetneje posledica črpanja zaviralcev iz bakterijskih celic po Gramu negativnih bakterij 
preko izlivnih črpalk ali oteženega prehajanja zaviralcev skozi celično steno, ki ima pri po 
Gramu negativnih bakterijah bolj kompleksno strukturo. Za potrditev omenjene hipoteze smo 
sintetizirane zaviralce testirali na mutiran sev E. coli ΔtolC, ki ima neaktivno izlivno črpalko. 
Spojini A in C, ki smo ju navedli za primerjavo s sintetiziranimi spojinami, izkazujeta kar 100% 
zavrtje rasti mutiranega seva E. coli ΔtolC z neaktivno izlivno črpalko, medtem ko divjega seva 
E. coli skoraj ne zavirata (9% in 2% zaviranje rasti). Rezultati testiranja na sev s povečano 
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prepustnostjo zunanje membrane E. coli ΔlpxC ne kažejo večjih razlik v zaviranju rasti glede 
na divji tip E. coli. 
Rezultati protibakterijskega testiranja dobro korelirajo z rezultati encimskega testiranja. Kot 
smo že ugotovili iz rezultatov encimskih testiranj so spojine s 3,4-dikloro-5-metilpirolnim 
fragmentom bolj aktivne kot spojine s 4,5-dibromo-1H-pirolamidnim fragmentom in 4,5-
dikloro-1H-pirolamidnim fragmentom (npr. primerjava spojine 16 s  spojinama A in C). Ravno 
tako lahko potrdimo sklep iz rezultatov encimskih testiranj, da izkazujejo kislinski derivati 
boljšo aktivnost od njihovih estrskih analogov (npr. primerjava spojin 16, A in C z njihovimi 
estrskimi analogi 15, B in D). 
Spojinam, ki so izkazale več kot 80% zaviranje rasti sevov bakterij pri koncetraciji 50 µM, so 
na teh istih sevih določili še vrednost MIK90, to je minimalna koncentracija zaviralca, pri kateri 
pride do zaviranja rasti bakterije za več kot 90%. Rezultati so predstavljeni v Preglednici III. 
Preglednica III. Vrednosti MIK90 najbolj aktivnih spojin za izbrane bakterijske seve. 
Spojina 
MIK90a (µM) 
S. aureus (ATCC 
29213) 
E. coli 
E. coli (ATCC 
25922) 
E. coli ΔtolCb 
(JW5503) 
E. coli ΔlpxCc 
(JD17464) 
16 1,56 12,5 0,098 50 
24 50 n.d.d n.d. n.d. 
A n.d. n.d. 3,13 n.d. 





E. faecalis (ATCC 
29212) 




16 75 0,39 0,56 6,25 
24 n.d. n.d. 1,56 n.d. 
A n.d. 6,25 6,25 n.d. 
C n.d 25 n.d n.d 
a MIK90 = minimalna koncentracija zaviralca, pri kateri pride do zaviranja rasti bakterije za več kot 90%. Za pozitivno 
kontrolo je bil uporabljen ciprofloksacin (MIK90 vrednosti proti S. aureus, E. coli, E. coli ΔtolC, E. coli ΔlpxC, P. 
aeruginosa, E. faecalis, E. faecium in A. baumannii so 1,51, 0,05, 0,02, 0,12, 3,02, 48,29 in 3,62 µM) 
b Sev z mutiranim genom tolC z neaktivno izlivno črpalko. 
c Sev z mutiranim genom lpxC s povečano prepustnostjo zunanje membrane. 
d Ni določeno. 




Spojina 16 ima v okviru te magistrske naloge najboljše rezultate encimskih in protibakterijskih 
testiranj. Izkazuje tudi nizke vrednosti MIK90 za večino bakterijskih sevov prikazanih v 
preglednici III. Spojina 24 s tetrazolnim obročem kot bioizosterno zamenjavo za karboksilno 
skupino izkazuje 32-krat višjo MIC90 vrednost na bakterijo S. aureus (50 µM) kot spojina 16 



























Bakterijska odpornost je globalni problem, ki grozi, da bo v bližnji prihodnosti močno prizadel 
zdravstveni sistem in blaginjo ljudi. Zato raziskovalci za premagovanje sedanjih ovir pri 
razvoju protimikrobnih učinkovin iščejo nove molekulske tarče ali spojine z delovanjem na 
znane tarče preko novih mehanizmov delovanja. Ene od dobro uveljavljenih tarč so bakterijske 
topoizomeraze, vitalni encimi za podvajanje DNA, prisotni le v bakterijskih celicah. 
V okviru magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali sedem novih benzotiazolnih ATP-
kompetitivnih zaviralcev DNA-giraze B z N-(benzo[d]tiazol-2-il)-1H-pirol-2-karboksamidnim 
fragmentom. Z uvedbo različnih substituentov na mesto 6 benzotiazolnega obroča smo 
poskušali izboljšati aktivnost zaviralcev na encimu in doseči dobro protibakterijsko delovanje. 
Sintetizirane spojine smo biološko ovrednotili. Testirali smo jih na DNA-girazi in 
topoizomerazi IV iz bakterije E. coli in S. aureus in določili protibakterijsko delovanje na treh 
po Gramu pozitivnih (S. aureus, E. faecalis in E. faecium) in petih po Gramu negativnih 
bakterijskih sevih (E. coli, A. baumannii, P. aeruginosa, E. aerogenes in K. pneumoniae). 
Nekatere spojine smo dodatno ovrednotili na sevu bakterije E. coli z neaktivnimi izlivnimi 
črpalkami in na sevu E. coli s povečano prepustnostjo zunanje membrane. 
Na encimskih testiranjih se je kot najbolj aktivna pokazala spojina 16 s 13,4 nM vrednostjo IC50 
na DNA-girazo iz E. coli, ki ima v svoji strukturi 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidni fragment 
in prosto karboksilno kislino.  Spojina 16 je imela zelo dobro aktivnost tudi na DNA-girazo iz 
S. aureus ter na topoizomerazo IV iz E. coli in S. aureus. Dobro se je izkazala tudi spojina 24 s 
tetrazolnim obročem kot bioizosterno zamenjavo za COOH skupino, ki je bila v okviru te 
magistrske naloge najbolj aktivna na DNA-girazo iz E. coli in S. aureus, z IC50 6,52 nM in 4,4 
nM. Ugotovili smo, da so spojine s 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolamidnim fragmentom bolj 
aktivne od spojin s 4,5-dibromo-1H-pirolamidnim in 4,5-dikloro-1H-pirolamidnim 
fragmentom, prav tako pa spojine s prosto karboksilno skupino izkazujejo večjo aktivnost od 
njihovih estrskih analogov.  
Za dobro protibakterijsko delovanje je zaviranje encima le prva zahteva, ključne so še ustrezne 
fizikalno-kemijske lastnosti spojine, da lahko ta uspešno pride do tarčnega mesta v bakteriji in 
se izogne mehanizmom bakterijske odpornosti. Rezultati protibakterijskih testov so potrdili 
dobro zaviralno aktivnost spojine 16 proti bakterijam S. aureus (MIK90 = 1,56 µM) in E. coli 
(MIK90 = 12,5 µM), zelo dobro pa je zavirala tudi pa po Gramu pozitivne bakterije E. faecalis 
(MIK90 = 0,39 µM) in E. faecium (MIK90 = 0,56 µM) ter po Gramu negativne bakterije  A. 
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baumannii (MIK90 = 6,25 µM) in P. aeruginosa (MIK90 = 75 µM). Spojina 24 je na G+ bakteriji 
S. aureus (MIK90 = 50 µM) in A. faecium (MIK90 = 1,56 µM) izkazala dobro aktivnost, medtem 
ko na E. coli ni izkazovala protibakterijske aktivnosti, čeprav je pri encimskih testiranjih močno 
zavirala DNA-girazo iz E. coli. Vzrok za slabšo aktivnost sintetiziranih spojin proti po po 
Gramu negativnim bakterijam je najbrž prisotnost izlivnih črpalk, ki črpajo spojine iz 
bakterijske celice. Da bi ta sklep potrdili smo spojine testirali tudi na mutiran sev E. coli z 
neaktivno izlivno črpalko. Sintetizirane spojine v okviru magistrske naloge sicer ne kažejo 
boljše protibakterijske aktivnosti na ta mutiran sev kot na divjega, lahko pa primerjamo 
rezultate protibakterijskih testiranj za spojini A in C, ki izkazujeta mnogo boljšo 
protibakterijsko delovanje na mutiran sev, kot na divji sev E. coli. Na podlagi omenjenega bi 
bilo smiselno testirati tudi spojino 24 na mutirana seva E. coli. 
Pridobljeni rezultati tekom magistrskega dela bodo prispevali k nadaljnjemu razvoju in 
optimizaciji zaviralcev DNA-giraze B. Pri nadaljnjem načrtovanju je zlasti pomembno 
optimizirati fizikalno-kemijske lastnosti spojin za doseganje njihovega boljšega prehajanja 
celične stene, predvsem pri po Gramu negativnih bakterijah. Nujne bi bile dodatne raziskave 
na področju poznavanja delovanja izlivnih črpalk in ugotavljanja njihovih strukturnih 
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